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RESUMEN

El queso cotija es un queso mexicano, artesanal, madurado, producido en la regidn de cotija
Michoacan México desde hace 400 afios. Posee gran aceptacion en el mercado por sus
caracteristicas particulares de olor y sabor, las cuales provienen de su cuajado producido
por los microorganismos presentes en el proceso de elaboracion. Los microorganismos
involucrados son homofermentadores (capaces de utilizar la lactosa de la leche y producir
acido lactico) y heterofermentadores (que como resultado de su metabolismo producen
etanol, acetato y CO,), principalmente. El presente trabajo contempla la caracterizacion
fenotipica y molecular de la microbiota asociada al proceso de elaboracién del queso cotija.
El analisis se centra en la microbiota presente durante su elaboracion, en la leche y
utensilios utilizados durante este proceso, en el producto final y en la produccion controlada
de este queso utilizando algunos de los microorganismos aislados. Los resultados indican
que el proceso de elaboracion inicia con condiciones poco inocuas tanto en la leche como
en los utensilios utilizados, y que estas primeras etapas de elaboracion presentan cuentas
microbianas de Bacterias aerobias mesofilas (5.9 UFC/ml) y de hongos (7.8 UFC/ml) muy
elevadas, pero que a medida que avanza el proceso de maduracion estas condiciones
cambian para dar un producto inocuo y con una biota microbiana muy particular,
caracterizada principalmente por bacterias acido lacticas y levaduras. De esta forma, en el
queso cotija que cuenta con tres meses de maduracion, se aislaron 27 cepas microbianas, de
las cuales, 16 fueron de bacterias y 11 de levaduras. Las bacterias se aislaron en medio
MRS vy para su caracterizacion se utilizaron pruebas de tincion de Gram, actividad catalasa,
movilidad, produccién de CO,, utilizacion de glucosa, desarrollo a 15°C y 45°C, asi como
a diferentes concentraciones de NaCl y pH. El analisis fenotipico se complemento con el
perfil de utilizacion de diferentes carbohidratos y el analisis de la secuencia del gen 16S
ribosomal. La fraccion fangica presente en el queso se caracterizO por su capacidad de
utilizacion de carbohidratos como fuente de carbono, el crecimiento a 48°C y pH de 8.0 y,
el analisis de sus secuencias ribosomales. Los resultados mostraron que la biota bacteriana

estd compuesta por Lactobacillus sp., Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei,



Galactomyces geotrichum y Pichia guilliermondii. Finalmente, algunos de estos
microorganismos aislados pueden ser utilizados como cultivos iniciadores para la

produccion controlada de un queso con caracteristicas similares al queso cotija artesanal.



ABSTRACT

The cotija cheese is a Mexican, traditional, ripening cheese, since 400 years is produced in
cotija, Michoacan, Mexico. It has received wide acceptance in the market for their specific
smell and taste, which comes from the curd produced by microorganisms present in the
process of its preparation. The microorganisms involved are homofermenters (able to use
the lactose in milk and produce lactic acid) and heterofermenters (as a result of their
metabolism to produce ethanol, acetate and CO;). This work provides phenotypic and
molecular characterization of the microbiota associated with the process of cotija cheese.
The analysis focuses on the microbiota present during processing, in milk and utensils used
during this process, the final product and the controlled production of this cheese using
some of the isolates.Results showed that process starts with some unsafely conditions in
both milk and utensils used and that these early stages of development presented high
counts of mesophilic aerobic bacteria (5.9 CFU / ml) and fungi (7.8 CFU / ml), but as
ripening progresses these conditions change to provide a safe product with a very particular
microbial biota, characterized mainly by lactic acid bacteria and yeasts. In this way, in the
cotija cheese ripening for three months, 27 isolates of bacteria (16) and yeast (11) were
obtained. The bacteria were isolated in MRS medium and they were characterized by the
test as Gram staining, catalase activity, mobility, production of CO,, glucose utilization,
development at 15 °© C and 45 ° C and at different concentrations of NaCl and pH.
Phenotypic analysis is complemented by the usage profile of different carbohydrates. The
16S ribosomal gene sequences of bacterial strains were also analized. The fungal fraction
present in cheese was characterized by its ability to use carbohydrates as carbon source,
growth at 48 ° C and pH 8.0 and analysis of its ribosomal sequences. The results showed
that the bacterial biota is composed of Lactobacillus sp., Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Pediococcus sp., Lactobacillus brevis and the fungal fraction by:
Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Rhodotorula  mucilaginosa,
Galactomyces geotrichum and Pichia guilliermondii. Finally, some of these isolates can be

efficiently used for the controlled production of a cheese with cotija cheese similar to



1.- INTRODUCCION

El queso es un alimento fermentado cuya fabricacion estd muy extendida, dando lugar a
méas de 4,000 variedades en todo el mundo con caracteristicas de aroma, sabor y textura
propias. Estas variedades vienen determinadas por el tipo de leche y cuajo empleado, por la
preparacion de la cuajada y por la presencia de microorganismos (principalmente bacterias
acido lacticas), responsables del desarrollo, durante la maduracién. Los quesos pueden
elaborarse a nivel artesanal, a partir de la leche recién ordefiada y donde ocurre una
fermentacion espontanea llevada a cabo por las bacterias lacticas. En la industria quesera
donde se emplea una fermentacion controlada, la leche procedente de diversos ganaderos se
pasteuriza, destruyendo a la mayoria de los microorganismos y haciendo necesaria la
incorporacion de cultivos iniciadores para la maduracion. Al estar elaborados con leche
cruda los quesos artesanales presentan el inconveniente del riesgo sanitario que supone su
consumo, ya que la leche cruda puede contener microorganismos patdgenos Yy
deterioradores que provocan pérdidas econdémicas, y mas aun, enfermedades en los

consumidores.

Tal es el caso del queso cotija, originario de la region del mismo nombre en el estado de
Michoacan, el cual posee gran aceptacion en el mercado Mexicano por sus caracteristicas
organolépticas y su consumo va en aumento, incluso en el extranjero, donde ha llegado a
recibir reconocimientos por su sabor caracteristico. Este queso es un producto artesanal que
se obtiene a partir de la leche cruda de vaca, presenta una textura fragil, es de sabor fuerte y
posee un alto contenido de sal. Es uno de los pocos quesos madurados que se consumen en
el pais. Con el fin de brindarle la posibilidad de ingresar a los mercados internacionales y
aportar informacion de utilidad para el otorgamiento de la denominacion de origen del
queso Cotija el objetivo principal de la presente investigacion fue caracterizar la microbiota
presente durante la elaboracion del queso considerando las diferentes etapas de su
elaboracién y la aplicacion de buenas practicas de higiene. En este queso, a la fecha, no

evxisten renortes <obre Ia noblacidn microbiana nresente diurante el proceso de <



contempl6 el establecimiento y aplicacion de las buenas practicas de higiene durante el
proceso de elaboracion de este queso para apoyar la estandarizacion e incrementar la
calidad del producto final. También se realizo el analisis, aislamiento e identificacion de los
microorganismos presentes en cada una de las etapas del proceso de produccion y
maduracion del queso cotija y finalmente, a partir de algunos de los microorganismos
aislados se desarrollaron cultivos iniciadores que pueden permitir obtener quesos con
caracteristicas muy similares al queso cotija y que apoyarian aun mas el proceso de

estandarizacion de la produccion de este importante queso artesanal.



2. ANTECEDENTES

2.1. La leche: composicion y caracteristicas

La leche es la secrecion de las glandulas mamarias de mamiferos, especialmente de ganado
bovino y caprino, sin calostro y sin substraccion alguna de sus componentes, es una
emulsion de globulos grasos y una suspension de micelas de caseina (compuesta de Calcio,
Caseina y Fosforo), toda ésta suspendida en una fase acuosa la cual contiene lactosa,
proteinas del suero, y algunas sales y minerales (NOM-155-SCFI-2003, Rojas, 2005).

La densidad es una de las propiedades fisicas de la leche y se define como el peso de un
litro de leche expresada en kilogramos (Cotrino y Gaviria, 2006). En el cuadro 1, se
presentan sus propiedades quimicas de la leche como acidez, proteina, grasa, lactosa,

minerales, sélidos no grasos y solidos totales (Cotrino y Gaviria, 2006).

La acidez es producida principalmente por bacterias acido lacticas, que transforman la
lactosa en acido lactico, acético y propionico; acidos grasos y acetona provenientes de la
utilizacion de las grasas (Dargal, 2006). Los metabolitos que causan la desnaturalizacién de
la leche son los &cidos organicos derivados de la fermentacion de la lactosa (Calderdn et
al., 2007).

La proteina es el componente quimico mas importante de la leche por ser necesaria para los
mamiferos que dependen de ella en las primeras etapas de la vida y puede dividirse en dos
grandes grupos la caseina y proteinas del suero. Dentro de la caseina se encuentra d&1,
aS2, B y la kappa, mientras que en la protdnas del suero se incluyen aa lactoalbumina y la

B lactoglobulina, inmunoglobulinas y seroalbuminas (Rojas, 2005; Dargal, 2006).

La grasa, es el componente mas variable de la leche y puede estar influenciado por factores
como la raza, edad de la vaca, estado nutricional, estado de la curva de lactancia y tipo de
alimentacion (Bolbe et al., 2009; Moellen et al., 2007).



Cuadro 1. Composicion general de la leche de bovino (por cada 100 g)*

Nutriente Valores
Agua 88.0 %
Proteinas 32.0 %
Grasa 34.0 %
Hidratos de carbono 48.0 %
Minerlaes 0.72%
Acidez 16.5 %
Solidos no grasos 8.79 %
Solidos totales 12.20 %

* Tomado de NMX-F-735-COFOCALEC-2011

2.1.1. Calidad higiénica de la leche

La calidad higiénica se refiere a todas aquellas practicas de manejo en establos que lleva
consigo el control de la mastitis (Cotrino y Gaviria, 2006; Urdaneta, 2005). Producir leche
con buena calidad higiénica resulta sumamente complejo ya que el producto a manejar es
extremadamente delicado a la manipulacion durante su recoleccion (Ciencia y Tecnologia,
2003, Carrillo, 2007).

2.1.2. Calidad sanitaria de la leche

Esta relacionada con la puesta en practica de planes de control y/o erradicacion de
infecciones que pueden significar riesgos para el consumidor, el personal del establo y/o

los animales. La calidad sanitaria es bonificada cuando cumple los siguientes requisitos:
recuento microbioldgicos que no superen los valores establecidos por las normas oficiales,
asi como el recuento de células somaticas y que los animales se encuentren libre de

enfermedades infecto-contagiosas (Serrano, 2004).
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muchos de los cuales pueden ser patdgenos, tienen completamente alterada su composicion
y actividad enzimatica (Pifieros et al., 2005). La buena calidad sanitaria hace referencia a la
ausencia de microorganismos patdégenos como Salmonella, Coliformes totales, Coliformes
fecales y Listeria monocytogenes entre otros, que son causantes de enfermedades asociadas
con infecciones e intoxicaciones generados por el consumo de alimentos contaminados
(Salter y Santrano, 2000; Fadul y Quecano, 2005).

2.1.3. Calidad microbiolégica de la leche

La leche tiene multiples fuentes de contaminacion ya que una ubre en condiciones normales
puede aportar hasta 1000 microorganismos/ml, sin embargo una ubre con problemas de
mastitis puede incrementar el recuento hasta en 100000 UFC/mI (Hogeveen y Ouwelties,
2003). Lo anterior debido a que las deficientes practicas de manejo permiten que los
microorganismos de la piel, de los pezones, manos del ordefiador, pezoneras, equipos de
ordefio, baldes y todo el entorno del ordefio, lleguen a la leche (Diaz, 2004; Dzidic et al.,
2004; Chassagne et al., 2005; Braun, 2006; Nitzam et al., 2006). Esta es la fuente de
contaminacion mas importante y variable, ya que aporta un gran niumero de
microorganismos con diferentes propiedades microbiologicas (Hopster et al., 2002; Castillo
et al., 2003; Hovinen et al., 2005).

2.1.4. Factores que afectan la calidad de la leche

Los factores que afectan la calidad microbiologica de la leche y que se tienen que tomar en

cuenta son:
2.1.4.1. Buenas Practicas de Higiene (BPH)

Son los procedimientos rutinarios que tienen como objetivo asegurar un producto aceptable
al publico y a los consumidores en términos de inocuidad, precio y calidad. Los codigos de

buenas préacticas deben ser guias flexibles para usarlos en sistemas especificos para una
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excelentes condiciones de ordefio y adecuado control sobre las ubres y el entorno realizado
por parte de los trabajadores, la imperfeccion puede dar lugar a una deficiente
productividad y a un bajo nivel nutritivo de la leche. Trujillo, en el 2002, sefiala la
necesidad de asegurar la inocuidad de los alimentos en la cadena alimentaria, donde cada

eslabdn influye sobre la inocuidad del producto.
2.1.4.2. Recuento de Organismos Coliformes

Identifica a una serie de bacterias de la familia Enterobacteriaceae que incluye a los
géneros de Escherichia, Enterobacter y Klebsiella; microorganismos Gram negativos
usualmente encapsulados, no esporulados, que fermentan la lactosa y que causan cuadros
de mastitis, los cuales van de ligera a severamente agudo (Salvador y Abner, 2005). La
presencia de estas bacterias refleja un pobre manejo higiénico de la rutina de ordefia
(limpieza de la piel de los pezones, manos y pezoneras) y la exposicion de la leche a
material fecal (Nevecherya et al., 2005; Savichtcheva y Okabe, 2006).

2.1.4.3. Recuento de Células Sométicas (RCS)

Es el indice del nivel de la severidad relacionada tanto con la mastitis presente en el hato
como la calidad de la leche en casos subclinicos ( Bradley y Green, 2005; Calvinho et al.,
2005); si bien los valores limites del RCS varian en distintos paises, se considera que por
encima de las 500000 células/ml se trata de leche proveniente de un sistema productivo con
alta prevalencia de infecciones intramamarias y es, por lo tanto, considerado como un hato

problema (Monardes y Barrias, 2008).
2.1.4.4. Recuento de Organismos Mesofilos Aerobios

Es una medida de la condicion de higiene de los establos, al igual que los recuentos de las
bacterias anteriores, se relaciona con la insuficiente higiene del sistema de leche. Se
considera que una leche con menos de 10000 UFC/ml es de excelente calidad (Taverna,

2002, Gaviria, 2007; Posada et al., 2010; Ramos et al., 2011). Conforman el grupo mas



debido a que muchos otros tipos de bacterias no quedan incluidas porque sus rangos de
temperatura optima de crecimiento son diferentes o el oxigeno les es inhibitorio. Como la
lectura se hace contando el numero de colonias que aparece en la placa, producto de la
multiplicacion a partir de una sola célula bacteriana o de un grupo de ellas, el resultado se
expresa en UFC como indicador de la calidad higiénica (Cotrino y Gavera, 2003; Gaviria,
2007).

2.1.4.5. Listeria

El género Listeria se agrupa en bastones Gram positivos: son bacterias no esporuladas,
aerobios-anaerobios facultativos que se desarrollan entre -0,4 a 45°C, son psicrotrofos,
catalasa positiva, oxidasa positiva y 3-hemoliticos en agar sangre. En la prueba de Christie,
Atkins, Munich-Petersen (CAMP) estimula la produccion de hemolisina, toleran
concentraciones elevadas de cloruro de sodio y son moviles a 25°C (Michanie, 2004; FAO,
2007)

La listeria es una bacteria ampliamente difundida en la naturaleza, se encuentra en los
alimentos, distribuida en el medio ambiente, tierra, aguas, materia fecal, vegetacion,
ensilados y entorno a la produccién de alimentos, lo que confiere una importante
oportunidad para contaminarlos (Marzocca et al., 2004, Pan et al., 2006; Noriega et al.,
2008).

2.1.4.6. Brucelosis

Como todas las especie de bricelas, la B. abortus sobrevive largo tiempo (hasta 120 dias)
en el medio ambiente sobre sustancias organicas (excrementos, residuos de abortos, leche,
etc). Resisten a la congelacion y la re congelacion pero son destruidas a temperaturas de
pasteurizacion, por el calentamiento a 60°C durante 10 minutos y por los desinfectantes
comunes (formol, cloro y fenol) (Lopez et al., 2008; Hernandez et al., 2008; OIE, 2009). El



En la infeccion brucelosica la leche no se altera de manera visible. En el aspecto quimico,
la leche s6lo muestra una discreta elevacion de la proteina total y la albumina disminuye
ligeramente, mientras que la globulina aumenta. El incremento de la globulina en la leche
brucel6sica es el resultado de la produccion de anticuerpos (lzquierdo et al., 2009;
Lamontagne et al., 2007; Lopez, 2008).

2.1.4.7. Mastitis

Es la enfermedad infectocontagiosa mas comdn en los bovinos donde se presenta una
inflamacion de la glandula mamaria debido a la presencia de microorganismos que se
multiplican al interior de la ubre y causan destruccion del tejido mamario y la pérdida del
volumen de produccion. Durante la mastitis se altera la composicién de la leche y se
generan perdidas debido a los costos de reposicidn, gastos veterinarios y la influencia de
esta enfermedad en su sabor (Salvador y Abner, 2005; Urdaneta, 2005; Ruvalcaba et al.,
2009). Los cambios en el sabor de la leche son originados durante la labor de ordefio, ya
que una vez ordefiada la vaca el esfinter queda abierto posibilitando la entrada de
microorganismos que ocasionan dafos a nivel epitelial, y cambios fisicos y bacteriologicos
de la leche (NMC, 2006; Calderon et al., 2006).

Para Delgado et al., (2009), la mastitis es una enfermedad que se puede clasificar en dos
grupos:

1.- Mastitis contagiosa: causada generalmente por Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Micoplasma y Corinebacterias, originados en el interior de la ubre de otros
animales infectados y se transmite a los animales sanos.

2.- Mastitis ambiental: derivada de la infeccion que se origina del medio ambiente,

generalmente causados por Escherichia coli, Klebsiella y Enterobacter.

2.1.4.8. Staphylococcus aureus



por oxidacion como para fermentacion. Estos microorganismos se transmiten tanto por
contacto directo como indirecto (EImoslenmaya et al., 2010). La causa principal de la
mastitis bovina es el S. aureus que rivaliza con Strep. agalactiae. La infeccién tiene lugar a
través del canal del pezdn y su curso varia desde sublimice a agudo supurativo gangrenoso
0 cronico, dependiendo de la cepa infectante y resistencia del hospedero (Gonzalo et al.,
2010).La mastitis causada por bacterias del genero Staphylococcus es de distribucion
mundial, siendo de gran importancia dentro de la casuistica de esta enfermedad. A nivel de
mastitis subclinica, estos microorganismos son los agentes mas importantes ademas de que
participan también como causantes de mastitis clinica (Posadas et al., 2010; Estévez et al.,
2011; Vilart et al., 2011).

2.2. El queso

El queso es un alimento muy apreciado debido a sus cualidades nutritivas y sensoriales. Se
ha elaborado desde hace varios siglos a partir de leche de vaca, oveja, cabra y otros
rumiantes. Se cree que los quesos tienen su origen en la observacién accidental de la
fermentacion de la leche cuando era transportada en estomagos de animales, lo que
ocasiona la separacion del suero y la cuajada (Fernandez, 2000; Chamorro y Losada, 2002).
La leche es coagulada mediante la renina presente en el cuajo, posteriormente se elimina el
suero por corte de la cuajada, agitacion de los fragmentos resultantes y por el subsiguiente
moldeado, prensado y madurado en condiciones adecuadas (RT, 2007). El secado o salado
parcial de la cuajada se aproxima a una forma primitiva de elaboracion de queso
(Fernandez, 2000; Chamorro y Losada, 2002).

La Organizacién para la Agricultura y Alimentacion (FAO) en 1966 definio el queso como
aquel "producto fresco o madurado obtenido por coagulacion de la leche entera u otros
productos lacteos como nata, leche parcial o totalmente desnatada, suero de mazada o de
sus mezclas, y posterior separacién del suero”. Para Alais (2001) y Robinsén et al., (2002),

el queso es "una forma de conservacion de la caseina y de la materia grasa de la leche, que
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La produccién de queso en México entre 1997 y 2008 pas6 de 116000 t en 1997, a 150000 t
en 2008. El queso panela y la doble crema duplicaron su produccién. Se evidencia asi el
dominio de los quesos frescos en México, lo que se refuerza con el monto de las
Importaciones de queso fresco las cuales pasaron de 975 t en 1997 a 15 677 t en 2008
(SIAP, 2008). Castro et al., (2001) reportaron que en 1997 se produjeron oficialmente
130,000 t de queso en el pais, pero que se genero la misma cantidad, o incluso mas, en el
sector informal. En Meéxico la industria quesera artesanal se puede clasificar
convencionalmente en tres extractos (segun el volumen de leche que se procese
diariamente): pequefia, transforma voliumenes menores a 2 000 l/dia: mediana; procesa
entre 2,000 y 20,000 I/dia; gran industria, que maneja volimenes superiores a 20, 000 I/dia
(Villegas, 2004).

La mayor parte de esa produccion no se registra. Tan solo en el estado de Chiapas existen
alrededor de 600 queserias, pero solo 109 estan censadas por el INEGI. Solo en la sierra de
Jal-Mich (Jalisco-Michoacan) existen alrededor de 545 queseros de este tipo. Asi mismo, se
tienen reportes similares de queso en una region de Zacatecas. En Ocosingo, Chiapas,
muchos de los queseros producen la totalidad o parte de la leche que requieren (Poméon y
Cervantes, 2010).

2.2.1. Clasificacion de los quesos

Inicialmente los quesos se pueden clasificar, en quesos madurados y en Quesos no
madurados. Los primeros tienen consistencia blanda y pueden tener bajo (Cottage) o alto
(Neufchatel) contenido de grasa. Son quesos madurados aquellos que se someten a un
proceso de fermentacion, breve (horas) o prolongado (meses). Por su contenido en
humedad se agrupan en muy duros, duros, semiblandos y blandos: 26-34% (Parmesano),
35-45% (Gruyere), 45-55% (Limburger), 65% (Neufchatel), 79 - 82% (Cottage),
respectivamente. Hay que agregar los quesos fundidos y los requesones, estos ultimos

(como el Ricotta) preparados a partir del suero lactico. En el pais se producen algunas



Chihuahua. Unicamente los dos dltimos son madurados a partir de su biota natural
(Fernandez, 2000).

2.2.2. Proceso de elaboracion de los quesos

El proceso de elaboracion de un queso implica, tres grandes pasos:

1.- Coagulacion de la leche: Este fenomeno se produce por la desestabilizacion de la
solucion coloidal de caseina que origina la aglomeracion de las micelas libres y la
formacién de un gel en el que quedan atrapados el resto de los componentes de la leche
(Tercero et al., 2005). Existen diferentes métodos de coagulacion; la acida y la enzimatica,
sin embargo, en la industria quesera el método mas utilizado es la coagulacion mixta (Fox
et al., 2000).

La coagulacion mixta, se refiere a la coagulacion lactica 0 acida, la cual es realizada por las
bacterias lacticas presentes en la leche cruda o procedente de fermentos, que transforman la
lactosa en acido lactico haciendo descender el pH de la leche, lo que produce la alteracién

de la caseina hasta la formacion de un coagulo (Gonzalez, 2002).

Durante la coagulacion enzimatica de la leche se distinguen tres fases:

e [Fase enzimatica o reaccion primaria: el cuajo o quimosina actda hidrolizando la K-
caseina a nivel de enlace de fenilalanina-metionina que ocupan las posiciones 105 y
106 de las moléculas respectivamente. Esta hidrélisis da lugar a la formacidn de dos
fragmentos glicomacropeptidos (106 - 109) ricos en residuos de aminoacidos acidos

y polares.

e Fase de coagulacion o fase secundaria: las micelas se combinan entre si con la

ayuda de fosfato de calcio, dando lugar a la formacién de un gel o coagulo que
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e Fase terciaria: se inicia una vez que se ha producido el cuajado de la leche y
consiste en una accion proteolitica de la caseina a y B (Pérez, 2001; Gonzalez,
2002).Finalmente, ocurre la sinéresis del coagulo que consiste en la retraccion del

coagulo con expulsion del suero.

2.- Escurrimiento: Segun el tipo de coagulacién seleccionada en la primera etapa, se

debera realizar un escurrido u otro.

Coagulacion por acidificacion: el gel obtenido tiene una gran cantidad de liquido lacto
suero, el cual lleva consigo todo el calcio, por esto la cuajada con que se fabrican los
quesos frescos contienen poco calcio. Coagulacion por adicion de cuajo: en esta etapa es
necesario someter al gel resultante a un proceso mecéanico y fisico para poderlo escurrir y
quitarle el lacto suero. Estos procesos son de corte, removido, prensado y coccion.
Dependiendo del énfasis puesto en algunos de estos procesos, se tendrd un escurrido
diferente, y por lo tanto, una cuajada diferente. La cuajada contiene gran cantidad de calcio
(Chamorro, 2010).

3.- Maduracién o afinacién de la pasta:

En la maduracién se define el aspecto, olor, color, textura y sabor. Esto como consecuencia
de que los microorganismos que estan en la cuajada realizan su labor microbiana, la cual
consiste en la fermentacion de de la lactosa, hidrolisis de los lipidos y degradacion de las
proteinas. La hidrolisis libera los acidos grasos y durante la degradacidn de las proteinas se
consiguen péptidos, aminoacidos, aminas, amoniaco, aldehidos, cetonas y fenoles
(Gonzaélez, 2002). Asi mismo, en esta etapa, se requiere de lapsos de tiempo que van desde
unos dias hasta varios meses, en condiciones ambientales apropiadas. Como consecuencia
de la actividad de los cultivo adicionados o los inherentes a la leche, durante la etapa de
maduracién, la masa del queso experimenta fendmenos bioquimicos complejos que se

traducen en nuevos atributos sensoriales del producto, como son: firmeza, elasticidad,



se favorece por un exceso en la acidez. Es un defecto en quesos como el Cheddar, pero una
cualidad deseable en el Roquefort. La fermentacion de la lactosa por cultivos iniciadores en
el interior de los codgulos contribuye a su contraccion y a la expulsion de mas suero
(quesos menos blandos), el proceso confiere aromas al producto e inhibe el desarrollo de
bacterias patogenas. La mayor parte de la lactosa desaparece por la fermentacion
generandose principalmente acido lactico, acético, etanol, CO,, acetaldehido, algunos acido
volatiles y otras sustancias. En quesos como el Emmental, la fermentacion es propionica; se
acompana de la produccion de acido acético y CO,. Agotada la lactosa, se restringe la
actividad de bacterias indeseables, contribuyendo asi a la estabilidad de los quesos
madurados. La actividad enzimatica (inherente a la maduracién) es compleja. Las proteinas
son hidrolizadas en grado variable; intensamente en quesos blandos como el Camembert y
Limburger, y participan en el proceso enzimas como la renina y mas activamente
exoproteasas bacterianas. Cocos y bacilos lacticos liberan endoenzimas cuando mueren y se
autolizan (Hemida, 2000; Duran, 2006)

El proceso de maduracion puede ser menor de una semana (Manchego), alrededor de un
mes (Limburger), dos meses (Brick), 4-6 meses (Camembert) y hasta 12 meses (Cheddar).
En algunos quesos se recurre al uso de enzimas (proteasas, péptidas y lipasas) para acelerar
el proceso de maduracion, tal es el caso del queso Roquefort, en el cual la maduracion
alcanza una etapa de putrefaccion, enranciamiento y fermentacion que es similar a la de un
alimento descompuesto. La biomasa microbiana (viva 0 muerta), representa mas del 90%

del peso en este producto desecado (Fernandez, 2000).

2.2.3. Microbiota causante de la produccion de caracteristicas de los quesos

Las bacterias &cido lActicas, asi como las levaduras y mohos juegan un papel muy
importante en la produccién de las caracteristicas sensoriales de los diferentes tipos de
quesos, principalmente la maduracion, que comprende una serie de cambios de las

propiedades fisicas y quimicas, adquiriendo el queso su aspecto, textura y consistencia, asi



Estos microorganismos llevan a cabo procesos como la fermentacion o glucolisis, en la que
se realiza el proceso de conversion de la lactosa a acido lactico, pequefias cantidades de
acido acético y propionico, CO, y diacetilo. Este proceso es realizado fundamentalmente
por las bacterias lacticas. Comienza durante la coagulacion y el desuerado y se prolonga
hasta la desaparicion casi completa de la lactosa. El acido lactico procedente de la
degradacion de la lactosa no se acumula en la cuajada sino que sufre distintas
transformaciones de naturaleza diversa. En quesos blandos madurados por mohos, es

metabolizado por éstos (Cabeza, 2006).

Gonzalez en el 2002, reporta que la funcion principal de las bacterias lacticas fermentativas
es la produccion de acido lactico. El acido acetico promueve la formacion y desuerado de la
cuajada, evita que crezcan en esta microorganismos patdgenos debido a que baja el pH (5.0
— 5.2) y le confiere sabor acido. Ademas las bacterias dan lugar a sustancias responsables
de aroma y contribuyen a la maduracién mediante protedlisis y lipolisis. La protedlisis es el
fendmeno mas importante de la maduracion, ya que afecta a la vez a la textura y al sabor
(Alias, 2001). Como resultado de la protedlisis se acumulan una gran variedad de productos
en el queso durante la maduracion (Cabeza, 2006). Las proteasas de las bacterias acido
lacticas intervienen, en gran parte en la maduracion de los quesos de pasta dura
(McSweeney y Sousa, 2000). Finalmente la lipolisis, o hidrdlisis de las grasas afecta a una
pequefia proporcion de éstas. Sin embargo, los acidos grasos liberados y sus productos de
transformacion, aunque aparecen en pequefias cantidades, influyen determinantemente en el

aroma y sabor del queso (Walstra, 2001).
2.2.4. Quesos mexicanos genuinos

Se entiende por quesos mexicanos genuinos, aquellos elaborados a partir de leche fluida de
vaca, con el empleo minimo de aditivos, incorporando los permitidos por las normas
vigentes. No incluyen grasa vegetal, ni derivados proteicos, a excepcion de pequefias

cantidades de estos Ultimos, solamente para estandarizar la relacion proteinas/grasa



chipilefios) o extranjeros residentes. Muchos de estos quesos son regionales o
exclusivamente locales y son la expresién de las condiciones ecoldgicas y del conocimiento
tradicional del territorio donde se elaboran. Algunas se han difundido por gran parte del
pais (panelas), otros han llegado al extranjero, principalmente a los Estados Unidos de
América, por medio de emigrantes, por ejemplo el cotija y el Oaxaca (Villegas et al., 2009).
En el pais, existen mas de 40 variedades de quesos genuinos, algunos gozan de una amplia
difusion, con altos volimenes producidos por ejemplo el queso chihuahua, el queso tipo
manchego mexicano, asi como los quesos asadero, panela y cotija. Otros solamente se
conocen y se consumen en ciertas regiones, por ejemplo, el queso crema de Chiapas, el

queso guaje, el de hoja y el queso de poro, de Tabasco (Poméon y Cervantes, 2010).

En un reporte del 2007 en el mercado nacional de quesos circulaban varios productos que a
primera vista constituyen bienes sustitutos muy similares y que aparentemente cumplen la
misma funcién de los quesos artesanales (Vargas et al., 2007). Desde el punto de vista
normativo, la Ley General de Salud (Secretaria de Salud, 1989) reconocié a los quesos
genuinos (frescos y madurados), a los fundidos o procesados y a los llamados “imitacion de
quesos”, o quesos de imitacion. Estos ultimos se refieren a una multitud de productos que
son semejantes a estos “quesos artesanales” pero en realidad no lo son, mas bien son quesos
apocrifos, o como dicen los productores artesanales: quesos falsos. Cabe mencionar que la
referencia sobre quesos de leche cruda entera, madurados, asi como los de imitacion hayan
sido retirados de la Ley General de Salud de 1999, de tal manera que estos productos, y a
pesar de tener una existencia real e importancia economica y social, han sido excluidos de
la normatividad vigente (Reid et al., 2006; Del Valle, 2007). De hecho, existe una gran
confusién sobre la naturaleza y propiedades de los quesos tipo imitacion ente los quesos
genuinos aun entre los industriales y técnicos del sector quesero y todavia mas, entre los
consumidores (Villegas, 2004). Los quesos mexicanos genuinos, segun Villegas (2009),
deben cumplir con los siguientes rasgos: Estos deben ser elaborados a partir de leche cruda
de vaca o de cabra. No deben incluir grasa vegetal, ni derivados proteicos de la leche.

Deben poseer una fuerte raiz historica nacional, y deben ser elaborados desde tiempos



2.3. Queso cotija

2.3.1. Antecedentes historicos

La elaboracion de quesos en Meéxico se inicié con la llegada de los espafioles en el siglo
XVI quienes trajeron consigo diversos animales como vacas y cabras, a partir de las cuales
se obtenia leche para la elaboracion de una amplia variedad de quesos con una gran
diversidad sensorial (Cervantes et al., 2008). El queso cotija nacié como consecuencia del
asentamiento de los espafioles en el valle de cotija y sus alrededores quienes, en busqueda
de oro y espacios libres para sus animales, transformaron a esta region en una zona
ganadera (Briones et al., 2009). Segun los productores de la region, el origen del nombre
surge de la costumbre de comercializar el queso elaborado en la region de Jal-Mich, en la
ciudad de, Michoacan donde anteriormente existia una estacién de tren (Briones et al.,
2008). Se caracteriza por ser un pueblo de arrieros, la produccion de queso se realiza en
toda la region pero particularmente se concentra en las zonas serranas, aisladas, donde es
una necesidad procesar la leche en quesos maduros para su conservacion y posterior venta
(Barragan y Chavez, 1998).

Las comunidades productoras estan formadas por agrupamientos voluntarios de
explotaciones lecheras desde finales del siglo XIX, formando incipientes pueblos
(Barragan, 1997). La ganaderia se mantiene en la periferia de esos agrupamientos, ya que
requiere de grandes espacios (Barragan y Chavez, 1998). El queso alcanzo su auge en la
primera mitad del siglo XX, sin embargo, el desarrollo de la infraestructura publica
(carreteras y electricidad) en la region incentivé nuevas formas de produccion lo que
desmotivo la produccion artesanal del queso. De esta forma, se puede decir que la
produccion ganadera paso de ser estacional a anual, con la introduccion de razas mejoradas,
particularmente pardo suizo y charolais criadas de manera semi-intensiva (Barragan, 1990,
Chombo, 2003). Ademas, el proceso de comercializacion actual implica que el queso solo

se conserva unos dias hasta su venta, sin proceso de maduracion. Finalmente, la electricidad
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queso en San José de Gracia, un pueblo cercano a la zona de produccion delimitada. Pasé
de la produccion artesanal del queso, madurado, a una produccion semi-industrial de
guesos, primero con leche bronca y luego con leche pasteurizada, produciendo queso “tipo”
(Barragan, 1997). De esta forma, la tradicion del queso, como producto estacional,
artesanal y madurado, solo se mantiene en las zonas mas aisladas de la region que no se han
beneficiado con el mejoramiento de las infraestructuras. Esta es la razon por la cual la
region de la Sierra de Jalisco-Michoacan es la zona de refugio del auténtico queso. En esta
zona los productores siguen con el sistema de produccion tradicional que vincula la
produccion de queso a la crianza de becerros y al cultivo itinerante del maiz. Es importante
mencionar que desafortunadamente la venta del queso artesanal debe ajustarse al precio de
los quesos industriales, vendidos a bajos precios. Ademas, la presion demografica interna
genera un fraccionamiento excesivo de la propiedad, debilitando la viabilidad econdmica de

los ranchos (Barragan, 1997).
2.3.2. Region de origen

Primero es importante especificar que la zona de produccion de la materia prima, la leche, y
la zona de elaboracion del queso son las mismas. De hecho, el queso se caracteriza por ser
producidos por los mismos ganaderos, Unicamente a partir de su propia produccion de

leche.

La zona, con una forma de herradura orientada al norte, abarca una superficie de
aproximadamente 2 400 km?, de los 19°15° a los 19°40’ de latitud norte y de los 102°30’ a
los 103°05 de longitud oeste. Es una zona continua, ubicada en la sierra Jal-Mich, entre los
estados de Jalisco y de Michoacan, incluyendo principalmente los municipios de Santa
Maria del Oro (Jalisco) y la parte sur de los municipios de y de Tocumbo (Michoacan).
Ademas se extiende a territorio de los municipios siguientes: norte de Jilotlan de los
Dolores, oriente de Tamazula, sur de Valle de Juarez y de Quitupan (Jalisco); suroeste de

los Reyes, Periban y Tancitaro, y norte de Buena Vista Tomatlan (Michoacan). En realidad,



Quitupan (Jalisco), Tocumbo y Buena Vista Tomatlan (Michoacan) (NMX-F-735-
COFOCALEC-2011).

2.3.4. Proceso de elaboracion del queso cotija

En el proceso de elaboracion del queso cotija se utiliza leche entera y fresca, a la cual se le
adiciona Unicamente cuajo y sal. La pasta que se obtiene se deposita sobre dos mantas de
henequén contenidas dentro del aro que le da su forma cilindrica y de gran formato de 20
kg en promedio, derivados de los 200 L de leche con que se elabora cada pieza de este
tradicional queso. Durante los primero tres meses de vida, las piezas de queso permanecen
en los ranchos de la region, bajo el cuidado y atencion de los productores, lo que le da al
gueso su corteza rugosa y gruesa, de color que varia del amarillo paja al ocre; textura firme,
su sabor pronunciado y aroma refinado. Al tacto la pasta es dura y homogénea; al corte
presenta una estructura que puede ir de compacta a granulosa; al paladar es cremoso y de
buen sabor (Figura 1) (Chombo, 2003).

2.3.5. Caracteristicas del queso

Este queso se produce de manera natural, es decir a partir de leche entera, sin la adicion de
compuestos quimicos o analogos de leche u otros ingredientes que no sean sal y cuajo, debe
estar libre de microorganismos patdgenos y solo podran afadirsele cultivos bacterianos que
refuercen su inocuidad, asi mismo estara libre de compuestos quimicos ajenos a su

naturaleza como lo son pesticidas, fertilizantes y detergentes (Pomeéon, 2007).

La composicion bésica es: Humedad méxima de 36%, grasa minima 23% y proteina
minima 25%, y el Queso Region de Origen debe tener un minimo de tres meses de vida
dentro del area geografica que protege la marca considerando el inicio de su vida a partir
del retiro de la prensa. Este mantendra su presentacion de gran formato, cuyas dimensiones
en promedio son 40 cm de diametro y 18 cm de altura, con un peso promedio de alrededor
de 20 ka (Alvarez et al.. 2004).



Figural. Proceso de elaboracion del queso cotija en la region de origen. A: Coagulacion de
la leche, B: Cortado y desuerado, C: Salado, D: Prensado, E: Moldeado y Desfajado; F:
Proceso de maduracion

2.3.6. Marca colectiva queso region de origen

La marca colectiva es un signo distintivo que sirve para diferenciar en el mercado los
productos o servicios de los miembros de una asociacion o sociedad con respecto de los
productos o servicios de terceros. Dicha marca o signo se coloca en el producto para
identificar que ha sido elaborado por un grupo especifico de personas de una regién
determinada (IMPI, 2007).

La Marca representa una proteccion oficial y con ella una ventaja competitiva del producto
en el mercado, dando garantia de autenticidad y calidad a los consumidores y un
sobreprecio justificado por la especificaciones geogréaficas y culturales incorporadas en el
producto por las condiciones precarias en que estos producen, y por el apego a

determinadas normas de calidad y por la preservacion del medio ambiente (IMPI, 2007).



2.4. Microbiologia de los quesos

Los microorganismos responsables de la fermentacion lactica son fundamentalmente las
Bacterias Acido Léacticas (BAL), aunque también se pueden encontrar  otros
microorganismos pertenecientes a otros grupos como micrococos, estafilococos,
bifidobacterias, propionibacterium, mohos y levaduras. El crecimiento de estos
microorganismos va a estar controlado por algunos factores fisico-quimicos, como la
actividad del agua (aw), concentracion de la sal, pH, acidos organicos, temperatura de
maduracidn, potencial de oxido reduccion, y presencia de nitratos entre otros factores
(Beresford et al., 2001). La importancia de cada uno de estos factores puede venir
determinada en muchos casos por el propio proceso de elaboracion del queso. Se ha
descrito también que la produccion de algunas sustancias antagonistas por parte de las
bacterias lacticas, como lo son las bacteriocinas, podrian contribuir en el control de

determinadas poblaciones microbianas (Congan, 2002).

Los microorganismos que mayormente aparecen en los quesos se han divido en dos grandes
grupos: Cultivo iniciadores y cultivos no iniciadores (Beresford et al., 2001). Los cultivo
iniciadores intervienen fundamentalmente en la produccion de acido lactico durante la
primera etapa de fabricacion, la coagulacion de la leche y pudiendo formar parte en la
maduracién del mismo en forma secundaria. Estos pueden presentarse de manera natural o
ser afiadidos de manera intencional. Los cultivos no iniciadores son microorganismos que
no van a intervenir en la acidificaciéon (al menos de forma directa), pero van a desempefiar
un papel muy importante durante la maduracién del queso (Guerrero et al., 2008; Martin,
2008).



2.4.1. Caracterizacion de microorganismos presentes en el queso

En los estudios microbioldgicos mas actuales, la combinacion de técnicas clasicas y
técnicas independientes de cultivo estan dando resultados complementarios, tanto por el
numero como por los tipos microbianos que se detectan (Diaz y Wacher, 2003; Cava et al.,
2006). Rara vez un método cumple satisfactoriamente con todos los criterios utilizados para
su evaluacion, por lo cual, es frecuente y recomendable el uso combinado de diversas
técnicas. Usualmente en primera instancia, se utiliza un método de tipificacién que arroje
resultados rapidamente, seguido de procedimientos que ofrezcan informacion mas precisa
(Vilchez et al., 2009). Los métodos para la caracterizacion de microorganismos pueden
clasificarse en fenotipicos y genotipicos. Los fenotipicos se basan en la determinacion de
caracteristicas bioquimicas y/o fisioldgicas e historicamente, constituyen la primera
herramienta que permitié la comparacion de microorganismos (Zaidi et al., 2003). Estas
incluyen la determinacion actividades enzimaticas, determinantes antigenicos entre otros.
Las técnicas de tipificacion genotipica involucran el estudio del genoma del
microorganismo lo que nos permite analizar propiedades, caracteristicas o polimorfismos

presentes en los microorganismo en estudio (Pfaller, 1999).

Los método fenotipicos constituyen una herramienta muy importante para la tipificacion de
muchos microorganismos, no obstante el alcance de estos procedimientos puede verse
afectado por varios factores (influencia del ambiente y poco poder discriminatorio)
(Vilchez et al., 2009). Ademas, resultan poco préacticos para el analisis de microorganismos
de crecimiento lento, dificultoso o no cultivables y que, generalmente, requieren la
multiplicacién de los mismos, y resultan poco apropiados para determinar las relaciones
entre microorganismos presentando una limitada capacidad de identificacion a nivel de

subespecie, subtipo o cepa (Diaz y Wacher, 2003).

Los métodos genotipicos estan basados en la deteccion del material genético del organismo,

por lo tanto son independientes de los cambios en el patron de expresion genética y de las



microorganismos, siendo posible obtener los resultados en tiempos mas cortos v,
usualmente con mayor poder de resolucion, sensibilidad y especificidad que los métodos
fenotipicos (Vilchez et al., 2009). Estos métodos basados en la deteccion del material
genético se han constituido como una herramienta que complementa a los procedimientos
fenotipicos extendiendo los alcances de la microbiologia y permitiendo el entendimiento

del papel que juegan los microorganismos en los diversos ambientes.

En los ultimos afos, se han hecho esfuerzos considerables en el desarrollo de una
metodologia complementaria que combine reproducibilidad, velocidad, sencillez y bajo
costos, en la identificacién microbiana (Pontes et al., 2007). La principal ventaja de las
técnicas de identificacion basadas en el estudio del ARN o ADN es que estas se han
centrado en la deteccién de secuencias diana especificas de determinados microorganismos
en lugar de la expresion fenotipica de los productos codificados por los genes. Gracias al
desarrollo de estas herramientas se han descrito nuevas especies dentro de las BAL o bien
algunas de las especies descritas se han reclasificado en los géneros Lactobacillus (Aslam
et al., 2006; Dellagio et al., 2004; Felis et al., 2006; Konstantinov et al., 2006; Naser et al.,
2005., Osawa et al., 2007; Vancanneyt et al., 2006).

2.4.2. Bacterias Acido Lécticas (BAL)

Las BAL son un conjunto de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, en forma de cocos o
bastones y catalasa negativa (aunque en algunos casos pueden encontrarse una pseudo
catalasa), con un metabolismo estrictamente fermentativo produciendo acido lactico como
el mayor producto final de la fermentacién de los azUcares via Embden-Meyer —glucolisis-
(Lyhs, 2002; Axelsson 2004).

En términos generales estas bacterias tienen complejas necesidades de factores de
crecimiento: vitamina B, aminoacidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas. Esta es una de

la razones del porqué abundan en un medio tan rico nutricionalmente como la leche. A



para su aislamiento, por ejemplo el caldo o agar MRS (Man Rogosa Sharpe) y agar Rogosa

(Lopez y Domingo, 2007).

Otra caracteristica de este grupo de bacterias es su tolerancia al pH acido (pH =5, incluso a
veces menores), pero conforme el medio se va acidificando, resultan inhibidas un mayor
namero de especies. La sintesis de dextranos y &cido lactico, la tolerancia de las bacterias
acido-lacticas a este acido organico, y a un pH inferior a 7 ha hecho que este grupo de
microorganismos se emplee en la industria de los alimentos para la conservacion y mejora
tecnologica de los productos lacteos, carnicos y vegetales fermentados (Amores et al.,
2004; Burton y Kack, 2007; Hemme y Foucaud, 2004). Topisirovic et al., (2006)
estudiaron el efecto antimicrobiano de algunas bacteriocinas producidas por diversas cepas
de BAL contra bacterias patdgenas y no-patdgenas obteniendo en general buenos resultados
por lo que concluyen entre otras que la presencia de este grupo de bacterias en los
alimentos ademas de modificar sus propiedades fisico-quimicas, sensoriales y de textura,

puede contribuir a un efecto protector de los mismos e incrementar su vida util.

Los géneros méas importantes de BAL son Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e
Bifidobacterium (Savijoki et al., 2006; Teuber y Geis, 2006; Konig y Frohlich, 2009). Asi
pues la identificacion e inclusion de las BAL en los diferentes géneros se basa en el
fenotipo tradicional, rutas de fermentacion de glucosa, desarrollo a diferentes temperaturas,
configuracion del acido lactico producido, desarrollo a diferentes concentraciones salinas y
tolerancia a pH acido y alcalino, composicion de acidos grasos, homologia ADN-ADN,

secuencia del ARNr y patrones de proteinas solubles (Estrada et al., 2005).

Las BAL se suelen encontrarse en suelos, aguas, y sobretodo asociadas a plantas y
animales. Muchas de ellas forman parte de la microbiota habitual del tracto gastrointestinal

y genitourinario de humanos y animales, donde desempefian un papel beneficioso en el
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fermentados. La contribucion méas importante de estos microorganismos es conservar las
cualidades nutritivas de los alimentos y aumentan la vida media de estos, e inhiben el
crecimiento de microorganismos patdgenos (O’Sullivan et al., 2002). Esto se debe a la
competencia entre los distintos microorganismos por lo nutrientes presentes en el alimento,
asi como la produccion de sustancias inhibitorias por las BAL, tales como acidos organicos,
peréxido de hidrogeno, y bacteriocinas (Ray, 1992; Budde et al., 2007; Vermeiren et al.,
2004).

Entre los microorganismos que con mas frecuencia se aislan de derivados lacteos, destacan
los lactobacilos y los lactococos. Ambos tienen una gran capacidad acidificante y muchas
especies son proteoliticas. Ademas, en los quesos elaborados en la cuenca europea
Mediterranea, también es frecuente aislar enterococos, sobre todo en aquellos que han sido
elaborados con leche cruda (Martin, 2008). Por lo tanto es necesario describir las

caracteristicas diferenciales de los principales géneros.

e Lactobacillus spp

Dentro de las bacterias lacticas, el grupo Lactobacillus es el mas importante y heterogéneo,
incluyendo especies con propiedades bioquimicas y fisiolégicas muy diferentes. Son
bacilos o cocobacilos no esporulados, aerotolerantes o anaerdbicos, aciduricos o acidofilos,
con requerimientos nutricionales complejos. Incluyen especies homofermentativas
obligadas, facultativas  heterofermentativas y  heterofermentativas  obligadas.
Ocasionalmente forman pigmentos; amarillo, rosa o rojo ladrillo. Los limites de
temperatura donde se desarrollan van de 2 — 53°C con oOptima de 30-40°C. Estan presentes
en productos lacteos, carnicos, de pescaderia, agua, frutas, verduras y ensilaje (Feria, 2007;
Castellano et al., 2008). Actualmente este género cuenta con aproximadamente 80 especies
reconocidas caracterizadas por una alta diversidad, la disponibilidad de las secuencias
completas del genoma de algunos miembros ha permitido confirmar su extrema divergencia

que se refleja en la dificultad para su clasificacion taxondmica (Canchaya et al., 2006)



e Primer grupo: Thermobacteria, esta formado por lactobacilos termofilicos
homofermentativos que utilizan hexosas como fuente de carbono para producir
acido lactico (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis y Lb.
helveticus). (Hammes y Volgel, 1995; Carr et al., 2002).

e Segundo grupo: Lactobacilos mesofilicos heterofermentativos facultativos, que
utilizan otras fuentes de carbono (Hassan et al., 2001), siendo capaces de producir
acidos organicos, CO,, alcohol y peréxido de hidrogeno (H,O;). Este grupo
incluye Lb. casei, Lb. paracasei y Lb. plantarum que no son comunmente
encontrados como cultivos iniciadores, mas bien estdn involucrados en la
fermentacion secundaria, benéfica durante la maduracion de los quesos (Beresford
et al., 2004). Estos lactobacilos son llamados de NSLAB, bacterias acido-lacticas no
iniciadoras, generalmente encontrados en fermentos lacticos artesanales (Fox et al.,
2000; Crow et al., 2001).

e Tercer grupo, estad formado por los lactobacilos mesofilicos heterofermentativas que
utilizan, obligatoriamente, hexosas y pentosas como fuente de carbono. Estos
microorganismos pueden producir sabores indeseables y gas durante la maduracion
de los quesos (Hassan et al., 2001). En este grupo estan incluidos Lb. brevis y Lb.
fermentum, que también no son encontrados como fermento lactico (Fox et al.,
2000). Los lactobacilos heterofermentadores obligados son detectados con menor

frecuencia en quesos (Beresford et al., 2004).

En los quesos algunas especies de lactobacilos como Lb. helveticus y Lb. brueckii forman
parte de algunos cultivos iniciadores industriales (Hebert et al., 2000). Contribuyendo a la
acidificacion y a la proteolisis (Chopard et al., 2001) Aungue suelen estar presentes al

inicio a niveles de 10° UFC/g, decrecen rapidamente durante la maduracién.



e [actococcus spp

Este género estda formado por siete especies pertenecientes anteriormente al género
Streptococcus y otras relacionadas. Son tipicamente esféricas u ovoides, de 0,5 a 1,2m

por 0,5 a 1,5 um, y se agrupan en pares o en cadenas cortas. No forman esporas y no son
motiles. Tienen la capacidad de crecer a 10- 45°C en pH o6ptimo de 6,0-6,5, que son las
caracteristicas mas importantes usadas para su identificacion. A temperaturas entre 20 °C y
30 °C, los lactococos se toman de 10 horas a 20 horas para fermentar la leche cruda.
Algunas cepas forman material gelatinoso que las rodea a manera de capsula. Recuperables
de leche cruda y algunas plantas. Los lactococos son los microorganismos mesofilicos mas
usados para la produccion de acido en las fermentaciones lacteas, ya que son capaces de

convertir rapidamente la lactosa en acido lactico (Madigan y Martinko, 2005).

Entre las especies conocidas de lactococos, se encuentra, Lcoc. lactis, que es utilizado en la
fermentacion de productos lacteos, destacandose, como la méas importantes, las subespecies
Lcoc. lactis subsp. lactis y Lcoc. lactis subsp. cremoris (Cabeza, 2006; Martin, 2008; Parra,
2010).

Lactococcus lactis subsp lactis es una bacteria con propiedades biopreservadoras, ya que
algunas cepas son capaces de producir nisina, una bacteoricina ampliamente usada en la
industria y generalmente reconocida como segura por la Organizacion para la Agricultura y
la Alimentacion de las Naciones Unidas (FAO) (Thomas et al., 2000).

Numerosos estudios han sido publicados reportando la eficacia de la nisina para inhibir el
crecimiento de bacterias patogenas, entre ellas Listeria monocytogenes y Clostridium spp;
sin embargo, son escasos los que demuestran la efectividad sobre Staphylococcus aureus
(Rodriguez et al., 2005; Valbuena et al., 2005; Felis et al., 2009).



e Streptococcus spp

El género Streptococcus es un grupo heterogéneo de bacterias gran positivas con gran
significado para la medicina y la industria, son esenciales en procesos industriales y lacteos

y como indicadores de contaminacion (Harrington et al., 2002).

La mayoria de las especies de Streptococcus son anaerobios facultativos y algunos crecen
unicamente en una atmosfera enriquecida con dioxido de carbono. Sus exigencias
nutricionales son complejas, y su aislamiento requiere el uso de medios enriquecidos con
sangre 0 suero. Son capaces de fermentar carbohidratos produciendo acido lactico y

también son catalasa negativos a diferencia de Staphylococcus (Patrick et al., 2009).

Son cocos esfericos u ovoides de 0.8-1.2um, tipicamente dispuestos en cadenas hasta con
méas de 50 células o en pares. La especie Streptococcus thermophilus es terméfilo, con
cepas especificas que se utilizan en la fermentacion de productos lacteos, sobre todo en
combinacion simbidtica con otras BAL. Lb. bulgaricus estimula al estreptococo liberando
aminoacidos mientras que este forma compuestos relacionados con el acido férmico, que
promueven el desarrollo del lactobacilo (Ryan y Ray, 2004; Hardie y Whiley, 2006; Martin,
2008).

Str. thermophilus es una bacteria homofermentativa termorresistente, presenta la habilidad
de fermentar un pequefio numero de carbohidratos, crece a un pH optimo de 6.5 soporta
una concentracion maxima de NaCl de 2,5%, posee actividad proteolitica limitada, produce
acido lactico como principal producto de la fermentacion, tiene menor poder de
acidificacion que el género Lactobacillus y ha sido usado tradicionalmente para la
fabricacion de yogurt y de varios quesos, como, por ejemplo el queso Emmental, Gruyere,

Parmigiano, Grana, Mozzarella y Cheddar (Hassan et al., 2001; Fox et al., 2000).
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actividad proteolitica del Lactobacillus produce péptidos y aminoacidos que estimulan el

crecimiento de Streptococcus (Di Marzo et al., 2003).

e Enterococcus spp

Las bacterias del género Enterococcus consisten en células esféricas u ovoides. Son
inmdviles y carecen de capsula. Son catalasa negativos y anaerobios facultativos. EI pH
final al fermentar carbohidratos es de 4.2 a 4.6. Se desarrollan a temperatura de entre 10 a
45°C, a pH de 9.6 y en presencia de bilis al 40%, o de NaCl al 6.5%. Los Enterococcus son
muy comunes en quesos Y se les detecta en mas del 96% de diferentes variedades de quesos
italianos; su numero depende de la etapa del proceso muestreada y de los periodos de
maduracion. En muchos quesos se utilizan como iniciadores y las células que sobreviven a
la pasteurizacion se muestran muy activas y participan en la generacion de aromas
(Fernandez, 2000). Los miembros de este genero eran clasificados como Streptococcus
Grupo D hasta 1984 cuando un analisis de ADN gendmicos indicaron que un genero
separado era mas apropiado (Fischetti et al., 2000; Tunger et al., 2004; Guardado et al.,
2006).

2.4.3. Bacterias Acido Lacticas no iniciadoras

La microbiota lactica secundaria o adventicia, llamada NSLAB (Non Starters Lactic Acid
Bacteria), se desarrolla espontdneamente en todos los quesos independientemente de la
manera de producirlos (industrial o artesanal). Este grupo de microorganismos se compone
fundamentalmente de lactobacilos mesofilos heterofermentadores facultativos y obligados
como lo son Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. curvatus, Lb.
brevis, aunque también se incluyen otros lactobacilos homofermentadores como son

Pediococcus y Leuconostoc (Beresford et al., 2001; De Angelis et al., 2001).

Algunos autores atribuyen hasta el 80% de los defectos detectados en quesos a las NSLAB,



y aroma, por lo que se puede considerar en estos casos una contaminacion deseable (Crow
et al., 2001).

Algunos lactobacilos pueden estar presentes en forma natural en la microbiota de productos
lacteos formando parte de las llamadas BAL no iniciadoras (Coppola et al., 2000; Medina
et al., 2001). Al contrario que las BAL de los cultivos iniciadores, estas especies suelen
estar presentes al inicio de la fermentacién en un nimero relativamente bajo (10? — 10°
UFC/g). Algunos estudios sobre la dindmica poblacional de quesos, indican que se van
produciendo cambios en la secuencias de especies predominantes, con un claro predominio
de Lb. paracasei conforme se alarga el tiempo de maduracién. Ademas se ha descrito la
aparicion y desaparicion, asi como la recurrencia de diferentes cepas de Lb. paracasei y Lb.

plantarum a lo largo de la maduracion (Fitzsimons et al., 2001).

2.5. BAL y calidad del queso

Las bacterias acido lacticas han sido empleadas por siglos en fermentaciones industriales y
han despertado gran atencion al ser utilizadas en la industria farmacéuticas y de alimentos,
especialmente para la obtencidn de acido lactico, componentes saborizantes, espesantes y
bacteriocinas, asi como al considerable valor nutritivo que pueden aportar a los productos
alimenticios y el bajo costo energético de su produccion (De Vos, 2004; Wilches, 2005;
Topisirovis et al., 2006). Ademas durante la Ultima década se ha incrementado el nimero
de estudios sobre el empleo de algunas cepas de BAL como cultivos prebidticos
(Topisirovic et al., 2006). Sin embargo, las BAL también han sido asociadas como
bacterias alterantes de alimentos y en mayor medida de productos carnicos (Lyhs, 2002;

Hemme y Foucaud, 2004; Cayréy et al., 2005).

La biota lactica secundaria o adventicia, llamada NSLAB se desarrolla espontaneamente en
todos los quesos, ya sea en aquellos obtenidos en ambientes industriales, con leche

pasteurizada y cumpliendo estrictas normas de seguridad y calidad, como en los productos
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casei, Lb. paracasei, Lb. rhamnosus y Lb. plantarum, aungue también incluye otros
lactobacilos, pediococos, micrococos y Leuconostoc spp. (De Angelis et al.,, 2001;
Quiberoni et al., 2005).

En los quesos obtenidos industrialmente se utiliza leche de calidad controlada,
pasteurizada, y el cuajo y el fermento son de caracteristicas claramente definidas y
constantes en el tiempo (Crow et al., 2001). En este contexto, la estrategia que se ha
delineado para superar los posibles defectos asociados al crecimiento de una flora lactica
adventicia, es el agregado de fermentos de lactobacilos mesofilos, conocidos como
fermentos adjuntos, de afinado, de maduracidn, o secundarios, entre otras denominaciones.
También pueden ser parte de la formulacion del fermento primario, pero ain en ese caso se
consideran como un adjunto, més alla de la forma o el momento de su agregado a la tina,
porque no contribuyen significativamente a la acidificacion durante la elaboracion del
queso. Para el desarrollo de estos cultivos adjuntos, se aislan lactobacilos de quesos de
buena calidad, que presenten caracteristicas sensoriales favorables y ningun defecto, y se
estudian mediante ensayos in vitro e in situ para determinar sus caracteristicas tecnologicas
(Crow et al.,, 2001). Finalmente, los fermentos adjuntos de lactobacilos pueden tener
caracteristicas multipropdsito, ya que se ha comprobado que algunas cepas de Lb. caseli, Lb.
paracasei y Lb. plantarum aisladas de queso, poseen potencialidad como cultivos
probioticos (Ugarte et al., 2004, Mishra y Prasad, 2005).

Los fermentos adjuntos, para ser adecuados, no deben contribuir a la acidificacion durante
la elaboracion del queso, deben crecer rapidamente en la cuajada, alcanzar altas densidades
al comienzo de la maduracién y mantener altos recuentos (~10" — 10° UFC g™) durante
largos periodos. Asimismo, deben producir un balance de efectos deseables y ningun

defecto en el producto final (Delgado y Mayo, 2004; Alegria et al., 2010).



2.5.1. Otros microorganismos presentes en los quesos

Ademas de los grupos bacterianos que se acaban de sefialar en los apartados es conveniente
destacar la presencia de otros microorganismos que participan en la elaboracion de los
guesos, como la bacterias del acido propionico, bacterias de superficie, mohos y levaduras.
Las bacterias del acido propionico estan presentes en muchas variedades de quesos al final
de su maduracion y son utilizadas en particular en la produccién del queso tipo Emmental,
ya que son las principales responsables de proporcionar sus caracteristicas particulares
como consecuencia de la acumulacién de gas durante la fermentacion de azlcares y lactato
a propionato, acetato, agua y CO, (Huang y Adams, 2004). Estos se dividen en dos grandes
grupos: Las bacteria propionicas cutaneas y las clasicas. Las clasicas son importantes en la
microbiologia de los quesos y dentro de ellas destacan las siguientes especies:
Propionibacterium freundenreiheii, Propionibacterium thoenii, Propionibacterium jenseii
y Propionibacterium acidiopropionici. En quesos elaborado con leche cruda pueden
aparecer de forma natural, pero en aquellos quesos elaborados con leche pasteurizadas, las
propionibacterium se afiaden durante la elaboracion del queso (Beresford et al., 2001,
Leverrier et al., 2004).

El desarrollo de las bacterias propidnicas en quesos duros (larga duracién) puede ser la
causa de la hinchazon tardia en los quesos holandesas (Gouda y Edam) y quesos duros
italianos (Grana y Parmiggiano), aunque un tipo de hinchazon precoz en el queso Grana se

atribuye a la presencia de Clostridium butyricum (Quiberoni et al., 2004).

Respecto a mohos y levaduras se reporta su destacada presencia en el proceso de
maduracion de los quesos (Gerasimov et al., 2001; Calleja et al., 2002; Persic y Jovanovic,
2005; Lopandic et al., 2006). Asi mismo, poseen determinadas caracteristicas particulares,
entre estds se encuentra su capacidad de fermentacion/asimilacion de la lactosa, la

produccion de enzimas proteoliticas extracelulares (ejemplo lipasas), la asimilacién del



Las levaduras se aislan con mayor frecuencia en la superficie de los quesos y son, entre
otras especies: Debaromyces hanseii, Kluyveromyces lactis, Yarrowia. lipolytica y
Trihosporon beigelii (Beresford et al., 2001). Estas utilizan el acido lactico presente,
derivado de la degradacion de la lactosa y algunas producen enzimas proteoliticas y
lipoliticas, las cuales influyen directamente en el proceso de maduracién (Corsetti et al.,
2001). Sin embargo, pueden ocasionar defectos en las leches fermentadas y en los quesos
produciendo gas, aromas frutados, decoloraciones y cambios en la textura (Cook y
Sandeman, 2000). Las elevadas concentraciones de levaduras contaminantes en cultivos
naturales de suero se han relacionado con problemas de hinchazon precoz en los quesos

duros argentinos (Crosa et al., 2009).

La presencia de mohos como agentes secundarios en la maduracion interviene a nivel de
sus enzimas proteasas Y lipasas, las cuales contribuyen a la textura y sabor de cada tipo de
queso. El crecimiento de mohos en la superficie proporciona una apariencia, color y sabor
determinado (Fernandez et al., 2009). Por ejemplo, Beresford et al., (2001) reporta que la
presencia de Penicillium roqueforti, en el queso Roquefort, Gorgonzola, es responsable de
las venas azules de estos quesos. De forma similar, la especie relacionada Penicillium

Camemberti es la responsable de los cambios en la superficie del queso Camembert.
2.6. Cultivos iniciadores

La primera evidencia de la presencia de microorganismos iniciadores ocurrié en 1873
cuando Lister aislo un cultivo iniciador puro y confirmo su importancia en la fabricacion de
los quesos. Sin embargo, es a partir de 1890 cuando comienza a desarrollarse la tecnologia
de los cultivos iniciadores en quesos. Tradicionalmente, estos cultivos estan desarrollados a
partir de los microorganismos nativos de la leche. Para su obtencion, se inducia el
crecimiento de estos microorganismos mediante el calentamiento de la leche (Powell et al.,
2002) para posteriormente utilizar el suero obtenido como un cultivo para el siguiente. Sin

embargo, por la necesidad de obtener productos finales uniformes e incluso con la finalidad



especificos constituidos por microorganismos bien definidos. Actualmente la mayor parte
de la produccién esta destinada a la industria lactea, situdndose en 2002 la cuota de

mercado a los 250 millones de ddlares/afio (Hansen, 2002).

El principal papel de los cultivo iniciadores es la produccion de acido lactico a partir de la
lactosa con la disminucion del pH. Beresford et al., (2001) definieron a los cultivos
iniciadores como aquellos aislados capaces de producir acido lactico hasta reducir el pH
por debajo de 5.3 en 6 horas y a una temperatura de 30-37°C. Esta reduccion del pH afecta
la actividad enzimatica y la solubilidad de los diferentes minerales (principalmente calcio y
fosfatos). Los cultivos iniciadores también pueden tener un papel importante durante la
maduracion, debido fundamentalmente a la produccion de compuestos aromaticos a partir
de la lactosa, el citrato, proteina y los péptidos de la leche, ademas de contribuir en la
textura, como consecuencia de la degradacion de las proteinas y grasas. Asi los
aminoacidos originados por la degradacién de las proteinas, servirdn como precursores para
la formacién de compuestos volatiles responsables en gran parte de la caracteristicas
organolépticas del queso (Martin, 2008). Estos cultivos crecen desde el comienzo de la
coagulacion, hasta alcanzar densidades celulares muy altas en las primeras horas de
fermentacion (10%-10° UFC/g). Posteriormente, hay una disminucién gradual a lo largo de
la maduracion del queso. Entre la cepas que se utilizan para este fin destacan las especies
de Lactococcus, Leuconostoc y Enterococcus en el caso de los cultivos mesofilicos
(crecimiento optimo a 30-37°C), y Str. thermophillus y especies de Lactobacillus como lo
son Lb. delbrueeckii y Lb. helveticus en el caso de los termdfilos (crecimiento a 42°C)
(Beresford et al., 2001). En el caso de los quesos artesanales que se suelen fabricar sin la
adicion de cultivo iniciadores, los lactococos presentes en la leche suelen ser los que

predominan en la maduracion del queso (Martin, 2008).

Los cultivo iniciadores primarios son aquellos cultivos empleados en la produccion del

queso destinados a desarrollar y controlar el aroma, color y textura del queso (Raltray,
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los son la halotolerancia, crecimiento a bajo pH, utilizacién del lactato, formacién de CO; o
propiedades particulares de proteolisis y lipdlisis. Entre estos cultivos destacan Geo.
candidum que suele encontrarse en quesos con maduracion de superficie tanto bacteriana

como de levaduras (Martin, 2008).

En el caso de los quesos artesanales, como ocurre con numerosas variedades espariolas y
mediterraneas como el queso Majorero espafiol y el Pecorino sardo italiano, que se suelen
elaborar sin la adicion de cultivos iniciadores, los Lactococcus presentes en leche son los
microorganismos que suelen predominar al inicio de la maduracion. El género
Enterococcus suele aparecer también en aquellos quesos elaborados con leche cruda,
aunque actualmente se esté incrementando el uso de cultivos iniciadores definidos también

en los quesos de elaboracion artesanal (Congan, 2002).

Otro de los efectos positivos de los cultivos iniciadores en la fabricacion de quesos es la
aceleracion de los tiempos de maduracion, lo que se ha traducido en una reduccion de
costos considerables para la industria (Azarnia et al., 2006). Estos cultivos pueden estar
formados por células atenuadas o por células viables, existiendo ademas la posibilidad de

una combinacion de ambas (El Soda et al., 2000).

Finalmente, los cultivos iniciadores se pueden clasificar de diferentes formas, pero en
general pueden ser cultivos definidos o indefinidos en funcion del conocimiento que se
tenga de su microbiota constituyente (Beresford et al., 2001). Estos cultivos se pueden
suministrar en dos formas: mediante la produccion de grandes volumenes de cultivos
frescos, o preferentemente, mediante la preparacion de cultivos concentrados (coagulados o

liofilizados) suministrados por diferentes proveedores (Giraffa, 2004).

2.7. Amplificacion de la region 16S y 18S del ADNr



posible disefar pruebas especificas contra grupos particulares de microorganismos, lo que
permite estudiar con mayor eficiencia los cambios de las comunidades microbianas bajo
condiciones naturales (Hurt et al., 2001). El uso de las técnicas que involucran al ADNr se
ha visto favorecido por la implementacion de la “Reaccion en Cadena de la Polimerasa”
(PCR). Para la amplificacién y posterior secuenciacion de estas regiones conservadas del
genoma se emplean cebadores especificos. El uso de secuencias del ADNr 18S para la
identificacion de mohos no esta tan extendido como el del ADNr 16S para la identificacion
de bacterias, a causa de la menor variabilidad en la secuencia del ADNr 18S. Por ello la
identificacion de bacterias basadas en la comparacion de secuencias del ADNr 16S aun en
la actualidad continda usandose. Por el contrario, el uso de secuencias de ADNr 18S para la
identificacion de mohos ha sido sustituido por el de secuencias correspondientes a las
regiones espaciadoras intergénicas (ITS) (Lopez, 2011). El cluster del ADN ribosémico de
eucariotas consiste en una repeticion en tandem de tres regiones codificantes (18S, 5.8S y
28S) y dos regiones no codificantes que actian a modo de espaciadores (Internal
Transcribed Sequences — ITS e Intergenic Sequences-1GS) (Michaelsen et al., 2009; Pifiar y
Sterflinger, 2009).

2.8. Antecedentes en el uso de métodos fenotipicos y genotipicos para la
caracterizacion de microorganismaos en quesos

Hasta ahora gran parte de los estudios relacionados con la microbiologia de los quesos, se
han basado en técnicas clasicas que implican la siembra y el recuento posterior en medios
selectivos, y han estado dirigidos principalmente, a la descripcion de generos ¢ grupos
microbianos previamente identificados como representativos de este habitat (Giraffa,
2004). Los métodos fenotipicos constituyen una herramienta de suma importancia para la
tipificacién de muchos microorganismos, no obstante, el alcance de estos procedimientos
puede encontrar serias restricciones (Vilchez y Alonzo, 2009), entre las cuales se

encontraron algunos rasaos fenotipicos gue son susceptibles a la influencia del ambiente,



reproducibilidad o poder discriminatorio. Adicionalmente, presentan la desventaja de
encontrarse, en algunos casos, limitados a unas pocas especies. Ello ha limitado
indudablemente los resultados y el hallazgo de otros microorganismos implicados, que
previamente no habian sido referidos o eran dificiles de cultivar. Las técnicas moleculares
de andlisis del ADN y ARN han supuesto un gran avanze en la identificacion y tipificacion
de estos microorganismos (Olivera, 2011). Estos métodos genotipicos estan basados en la
deteccion del material genético del organismo, y por lo tanto son independientes de los
cambios en el patron de expresion genética y de las influencias ambientales, ofreciendo una
alternativa con mayor estabilidad y reproducibilidad. Los métodos de genotipificacion se
han constituido en una herramienta que complementa a los procedimientos fenotipicos
(Versalovic y Lupski, 2002).

En la actualidad existen antecedentes que describen la microbiota encontrada en quesos
artesanales durante el proceso de elaboracion y maduracion, utilizando métodos fenotipicos
y genotipicos de analisis. Tal es el caso del queso Zlatar que durante la maduracién de este
y empleando la combinacion de métodos fenotipicos (API 50 CH) y moleculares (rep-PCR)
fueron identificadas bacterias de los géneros: Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. brevis,
Lb. lactis subsp. lactis, Ent. faecium y Ent. faecalis (Terzic et al., 2007). Florez y Mayo
(2006), caracterizaron también la microbiota del queso con denominacion de origen
Cabrales y encontraron géneros tales como: Lb. plantarum, Lb. paraplantarum, Lcoc.
raffinolactis, Str. parauberis, Lcoc. lactis, Lb. kefiri, Lb.buchneri Lb. parabuchneri,
Bifidobacterium psychroaerophilum, Geo. candidum, Deb. hansenii, K. lactis K.
marxianus, Pen. roqueforti, Chrysogenum, y P. griseofulvum. Ramos et al., (2009),
aislaron, identificaron y caracterizacion bacterias acido lacticas empleando métodos
fenotipicos y genotipicos, durante la elaboracion de un queso crema tropical, habiendo
identificado cinco especies de Lb. fermentum y una especie de Lb. pentosus. Finalmente,
Randazo et al., (2010) reporta la diversidad y dindmica poblacional del queso artesanal

Pecorino Crotones, en el cual por medio de la secuenciacion 16S ARNr se demostro la
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Varios autores han realizado la caracterizacion de diferentes productos mediante el empleo
de estos tipos de analisis (fenotipico y genotipico), un ejemplo son las investigaciones de
Kunene et al., (2000) donde se utilizaron métodos fisioldégicos y moleculares para
caracterizar la microbiota lactica de un alimento de destete a base de sorgo fermentado.
Determinaron el origen de las cepas predominantes mediante el analisis de los resultados de
AFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados), encontrando que Lb.
plantarum provenia del polvo de sorgo usado como ingrediente y como las cepas de Lcoc.
mesenteroides no mostraban un origen comun, se sigirid entonces que provenian de las

casas donde se prepard el alimento.

2.8.1. Tipificacion molecular de microorganismos no cultivables en el queso

Recientemente, se han aplicado diversas metodologias no basadas en el cultivo para el
analisis de los microorganismos en el queso, tal es el caso del queso Stilton, en el cual se
empleo la combinacidn de dos técnicas como la DGGE y la de hibridacion fluorescente in
situ o FISH demostraron la presencia de Lcoc. lactis, Ent. faecalis, Lb. plantarum, Lb.
curvatus, Leuc. mesenteroides, S. equorum, y Staphylococcus agrupados en diferentes
zonas del queso, demostrando de esta forma, una actividad fisiologica diferencial de estos
microorganismo durante la fermentacion de este tipo de queso (Ercolini et al., 2003). Otro
estudio realizado fue el de Cocolin et al., (2004) en la cual se empleo el protocolo basado
en el DGGE donde se caracterizo la presencia de Clostridium spp. La produccion de queso
artesanal también ha sido evaluada utilizando la técnica de PCR-DGGE en el queso
Pecorino Siciliano demostrando la dominancia de los microorganismos Lcoc. lactis y Str.
thermophilus durante su proceso de elaboracion (Randazzo et al., 2006). Nikolic et al.,
(2008) reporta que mediante el uso de métodos microbiologicos y moleculares como rep-
PCR con (GTG), determino la presencia de Lactobacillus paracasei subespecie paracasei,

como cepa predominante del queso Bukuljac, asi mismo, por PCR-DGGE revelo a la



industriales utilizando el analisis de DGGE, con la cual se mostro la presencia de
Streptococcus thermophilus en todos los quesos estudiados y el dominio de Enterococcus.
Lactobacillus rhamnose y Lactobacillus casei en la mayoria de los quesos. Ademas de la

presencia de Lactococcus lactis como control.



3. JUSTIFICACION

El queso cotija es un producto madurado, elaborado de manera artesanal en el pais, al que
se le ha prestado poca atencion, a pesar de ser un producto de gran tradicion y muy
apreciado en la region, pues se ha elaborado desde hace 400 afios. Durante la elaboracion
de este queso se generan olores, sabores y atributos de textura que hacen que el queso cotija
sea tan singular y que lo distinguen de otros quesos en México y en el mundo. A pesar de
su importancia, este producto no ha sido estudiado a fondo, como muchos otros productos
alimenticios elaborados de manera artesanal en México y aunque actualmente existe la
norma NMX-735-COFOCALEC-2011 (Sistema Producto Leche-Alimentos-Lacteos-
Alimento Regional-Queso cotija Artesanal Madurado-Denominacion, Especificaciones y
Métodos de Prueba) donde se sefialan las especificaciones para este producto, aun no se
conoce especificamente como es que se obtienen estas caracteristicas organolépticas tan
apreciadas durante su elaboracion. Al respecto, se sabe que muchas de estas caracteristicas
son causadas por cambios fisicoquimicos y por el metabolismo de los microorganismos
presentes. Las actividades metabolicas de mayor impacto sobre las caracteristicas
organolépticas del producto son la protedlisis, lipdlisis y catabolismo de carbohidratos. El
queso cotija se elabora con leche cruda entera y sin ningun tratamiento térmico, por lo que
la microbiota presente en la leche y la que se va adicionando durante el proceso es la
encargada de la maduracion. Los microorganismos responsables de la fermentacion lactica
son fundamentalmente las Bacterias Acido Lacticas (BAL), aunque también se pueden
encontrar otros microorganismos pertenecientes a otros grupos C€OmMO MiCrococos,
estafilococos, bifidobacterias, propionibacterias, mohos y levaduras. El establecimiento y
aplicacion de las buenas practicas de higiene puede apoyar la estandarizacion de este
proceso de elaboracion enfocado a incrementar la calidad del queso cotija. Adicionalmente,
el analisis, y el aislamiento e identificacion de los microorganismos presentes en cada una
de las etapas del proceso de produccion y maduracion del queso cotija puede incrementar el
conocimiento de la generacion de las caracteristicas organolépticas tan apreciadas en este

alimento. Finalmente, el desarrollo de cultivos iniciadores puede permitan obtener quesos



4. HIPOTESIS

La caracterizacion de la microbiota asociada al queso cotija permitird obtener informacién
util de sus caracteristicas de inocuidad, condiciones adecuadas de elaboracion y
microorganismos involucrados en la imparticion de las caracteristicas organolépticas en

este producto.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar la microbiota presente durante el proceso de elaboracion y maduracién del

queso.

5.2. Particulares

1. Determinar la calidad sanitaria de la leche con que se elabora este queso y la calidad

sanitaria del queso.
2. Caracterizar fenotipicamente e identificar genéticamente a los microorganismos
presentes en las principales etapas del proceso de produccion y maduracion del

queso.

3. Elaboracion de un cultivo iniciador para la elaboracion de un queso similar al cotija.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Zona de colecta

La zona de la region de origen, presenta una forma de herradura orientada al norte, abarca
una superficie de aproximadamente 2 400 km2, de los 19°15” a los 19°40° de latitud norte y
de los 102°30° a los 103°05 de longitud oeste. Es una zona continua, ubicada en la sierra
Jal-Mich, entre los estados de Jalisco y de Michoacan, incluyendo principalmente los
municipios de Santa Maria del Oro (Jalisco) y la parte sur de los municipios de Cotija y de
Tocumbo (Michoacan). Ademas se extiende a territorio de los municipios siguientes: norte
de Jilotlan de los Dolores, oriente de Tamazula, sur de Valle de Juarez y de Quitupan
(Jalisco); suroeste de los Reyes, Periban y Tancitaro, y norte de Buena Vista Tomatlan
(Michoacan). Los municipios que se involucraron y que cuentan con productores
participando en el proceso de calificacion del queso cotija son seis: Santa Maria del Oro,
Jilotlan de los Dolores y Quitupan (Jalisco); Cotija, Tocumbo y Buena Vista Tomatlan
(Michoacan) (Figura 2). Las muestras microbianas involucradas en el proceso de
elaboracién del queso cotija fueron obtenidas de productores de la region de origen de los
municipios de Santa Maria del Oro, Jilotlan de los Dolores y Quitupan, Jalisco, y por parte
del estado de Michoacan las muestras se obtuvieron de los municipios de Tocumbo vy
Cotija.

Sierra de JALMICH. Regi6n de origen del queso Cotija
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6.2. Composicion quimico porcentual de la leche

El contenido de humedad, cenizas extracto etereo y carbohidratos totales en las diferentes

muestras de leche se determind de acuerdo a la metodologia propuesta en la AOAC (2001).

6.3. Calidad sanitaria del proceso de elaboracion del queso cotija

La determinacién de la calidad sanitaria de la leche cruda entera y de los talleres de
elaboracion del queso se inicio con la realizacion de un diagnostico actual. Para lo cual se
realizaron visitas a cada explotacion lechera y a los talleres de elaboracion de queso, donde
se observaron puntos esenciales al flujo de las operaciones para detectar cruces y retornos
inadecuados en el sentido de la linea de produccion del queso cotija. Se aplicO un
cuestionario al personal encargado de la extraccién de la leche. Este cuestionario se baso en
el conocimiento del personal en la aplicacion de los sistemas de sanidad conocidos como
BPH y Procedimientos Operativos Estandar de Saneamiento (POE"S) produccién (NMX-F-
730-COFOCALEC-2008; Guia de Préacticas de higiene recomendadas para la obtencion de

leche, y validada por Fundacién Produce Michoacén). (Anexo I).

6.4. Seleccion de las explotaciones lecheras y talleres de elaboracion de queso

Este proyecto se realizé en la region de origen de produccion del queso cotija; donde fueron

muestreados 42 explotaciones lecheras y 42 talleres de elaboracion del queso cotija.

Criterios de inclusion y exclusion

Inclusion:

1.- Productores dispuestos a adoptar el programa de Buenas Practicas de Higiene durante el

proceso de elaboracion.

2.- Productores con caracteristicas similares en cuanto al manejo (nimero de quesos



Exclusion:

1.- Productores que no tienen la disponibilidad para mejorar el proceso de elaboracion del

gueso cotija.

Nota: Los 100 productores son miembros de la Asociacion de Productores de queso cotija,

regién Jalisco-Michoacan.

6.4.1. Seleccién de los puntos de muestreo

Despues de realizar el diagnostico en cada una de las explotaciones, se establecieron los
puntos de muestreo de acuerdo al flujo del proceso de obtencién de la leche. Para evaluar la
calidad microbiologica de la leche fueron tomadas muestras de las cantaras o tambos donde
se recolecta; asi como de los utensilios (cantaras, cubetas, tambos de recoleccidn),
superficies (manos de los trabajadores y ubres) que se emplea para el lavado de utensilios.
La determinacion de la calidad sanitaria del queso se muestreo durante las etapas de
procesamiento (cuajada, cuajada mas sal, un mes de maduracion y tres meses de

maduracidn).

6.4.2. Toma de muestras

Para la recoleccion de las muestras de leche se tomaron 100 ml en frascos de vidrio
estériles y para las muestras de quesos 100 g en bolsas de plastico estériles. En los quesos a
diferentes etapas de maduracion se tuvo especial cuidado de tomar las muestras en el centro
y en un punto situado a una distancia minima de 10 a 20 cm del borde, pasando por el
centro hasta aparecer por el lado opuesto de profundidad (NMX-F-718- COFOCALEC-
2006). Todas las muestras fueron transportadas en una hielera a 5°C para su procesamiento

directo.



6.5. Analisis microbioldgico

Las determinaciones microbioldgicas para leche fueron: Bacterias Mesoéfilas Aerobias
(BMA) y Organismos Coliformes Totales (OCT), tanto en leche cruda entera como en
superficies y utensilios. La metodologia aplicada para cada determinacién fue la propuesta
por la NOM-092-SSA1-1994 para BMA y la NOM-113-SSA1-1994 para OCT.

Para determinar la calidad sanitaria del queso, se tomaron muestras de quesos que tuvieran
3 meses de maduracion de acuerdo a lo establecido por las reglas de uso. Para Salmonella
sp. La NOM-114-SSA1-1991, para S. aureus la NOM-115-SSA1-1991 y para la presencia
0 ausencia de Escherichia coli se utilizo el Método de MUG+Fluoresencia. Todos los
analisis se realizaron en un lapso no mayor de dos horas de obtenidas las muestras en el

laboratorio de Microbiologia de los Alimentos del CIIDIR-Michoacan.

Para las variables BMA y OCT se utiliz6 un disefio experimental de muestras apareadas
donde las observaciones de los dos tratamientos (antes y después de la aplicacion de las
Buenas Préacticas de Higiene) en leche se compard aplicando la prueba de t student a un
nivel de significancia del 0.05 (Wayne, 1990). Finalmente, en el queso se utilizé la
estadistica descriptiva para las variables Salmonella sp., Staphylococcus aureus vy
Eschercihia coli y para BMA y OCT.

6.5.1. Implementacion de BPH durante el proceso de elaboracion del queso cotija

Para la implementacion de las BPH se tomaron en cuenta los siguientes aspectos de acuerdo
de acuerdo a la NOM-120-SSA1-1994:

Proyecto y construccion de las instalaciones

Vias de acceso, patios, edificios, pisos, pasillos, paredes, techos, puertas, ventanas, rampas



estructuras y materiales, se observé que el equipo que se use este de tal manera que permita

un mantenimiento y limpieza adecuado.

Control de las operaciones

Para esta actividad se realizaron los muestreos, educacion al trabajador y la inspeccion de la
leche y el proceso de elaboracion y maduracion del queso cotija con la finalidad de

contribuir a la proteccién del consumidor.

Instalaciones, mantenimiento y saneamiento

En este apartado se hicieron anotaciones sobre los servicios de mantenimiento a cada una
de las explotaciones lecheras y a los talleres de elaboracion del queso, los periodos cuando
se realiza limpieza del area de ordefio y si en los talleres se cuenta con programas de
mantenimiento, la disposicion del contenido de los recipientes para desechos, instalaciones

sanitarias, asi como los procedimientos de limpieza y desinfeccion.

Higiene personal

Uno de los conceptos méas importantes en el manejo de la leche indudablemente es la
higiene del personal que permite asegura la calidad sanitaria de acuerdo a lo estipulado por
el 21 CFR-110.1-110.110. (Préacticas de Buena Manufactura, Manufactura, Empaque,
Almacenamiento de los Alimentos para seres humanos), por lo que se realizaron platicas
constantes al trabajador, sobre Buenas Préacticas de Higiene durante el proceso de obtencion
de la leche y en la elaboracién del queso, asi como la importancia de la higiene en su

persona.

Elaboracion de POE’S



6.6. Caracterizacion de la microbiota asociada al queso cotija

Los muestreos se realizaron mensualmente en la sierra Jalisco-Michoacan, donde se
eligieron dos productores: uno con caracteristicas rusticas, perteneciente a la poblacion de
Lourdes del municipio de Cotija, Michoacan y el segundo productor con caracteristicas
semi-industriales ubicado en La Troja municipio de Quitupan Jalisco. En los muestreos del
productor artesanal se obtuvieron muestras de queso en cuatro etapas del elaboracion
(cuajada, cuajada mas sal, un mes de maduracion y tres meses de maduracion). Para el
productor semi-industrial Gnicamente se muestreo cuajada, cuajada mas sal y un mes de
maduracion. De cada una de las etapas en estudio fueron pesados 25 g de queso. Las
muestras con uno y tres meses de maduracion se tomaron de la parte central del queso,
haciendo el corte mediante un bisturi previamente flameado, al cual sde le retird las partes
externas. Las muestras fueron transportadas en un termo con nitrogeno liquido para

mantener la integridad de la biota presente.

6.6.1. Andlisis fisico-quimico del queso cotija

Para realizar el anélisis de proteina y humedad en queso se siguié la metodologia propuesta
por la AOAC (2000), y para grasa en base seca utilizando el método propuesto por la
FAO/WHO.

6.6.2. Enumeracion microbioldgica del proceso de elaboracién del queso cotija

Las determinaciones microbiologicas fueron: BMA, mohos y levaduras y BAL. La
metodologia aplicada para cada determinacion fue la propuesta por la NOM-092-SSA1-
1994 para BMA y la NOM-111-SSA1-1994 para mohos y levaduras. Para la determinacion

de las BAL se aplico la técnica de vaciado en placa empleando el medio MRS.



6.6.3. Aislamiento de bacterias y levaduras

Se colocaron 10 gramos de muestra en bolsas estériles que contenian 90 ml de agua
peptonada al 1%, se tomaron alicuotas de diluciones seriadas. Estas fueron sembradas por
duplicado en placas de MRS (BD Difco) para BAL, Agar Papa Dextrosa (PDA) (Bioxon)
para el aislamiento de levaduras, asi como en Agar Cuenta Estandar (ACE) (Difco) para el
recuento de BMA. Se seleccioné la dilucion 10* de los medios MRS y PDA donde se
desarrollaron aproximadamente 100 colonias aisladas, de las cuales se tomaron 10 de cada
medio con un palillo estéril, luego fueron cultivadas en Caldo Infusion Cerebro Corazon

(BHI) y conservadas a -10°C.

6.6.4. Identificacion de BAL

Una vez aisladas las bacterias se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: Tincion de
Gram, Catalasa, Movilidad, CO; glucosa, desarrollo a 10° y 45°C, desarrollo en NaCl 6.5
mM y 1.8 mM, pH 4.0 y 9.6, principalmente para bacterias acido lacticas (géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Carnobacterium, Vagococcus, Aerococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, y Tetragenococcus de acuerdo al cuadro 2
(Bergey’s, 2001).



Cuadro 2. Diferenciacion de los géneros de bacterias lacticas. Car= Carnobacterium,
Vag=Vagococcus, Ltob= Lactobacillus, Leuc= Leuconostoc, Aer= Aerococcus, Ped= Pediococcus.
Ent= Enterococcus, Str= Streptococcus Lcoc= Lactococcus, Tetr= Tetragenococcus

Car Ltob Aer Ent Lcoc Vag Leuc Ped Str Tetr

Caracteristicas

Bacilos + + - - - - - - - -
Cocos - - + + + + + + + +
Tétradas - - + - - - - - - +
Movilidad - - - - - + - - - -
CO, Glucosa - +/- - - - - + - - -
Desarrolloa 10° C + +/ + + + + + +/ - +
Desarrollo a 45° C - +/ - + - - - +/ +/- -
NaCl 1.8 mM - +/ + + - - +/- +/ - +
NaCl 6.5 mM - - - - - - - - - +
pH 6.4 - +/- - + +/- +- +/ + - i
pH 8.6 - - + + +/- +/- +/ + - -

Después de la caracterizacién preliminar por géneros se realizaron las pruebas de
fermentacion de carbohidratos, para lo cual se utilizaron los siguientes: Arabinosa,
Galactosa, Lactosa, Maltosa, Manitol, Melobiosa, Ramnosa, Sorbitol, Sacarosa, Trehalosa
y Xilosa. También se evaluo6 el crecimiento a diferentes temperaturas, las cuales fueron: 15

°C y 45 °C para la identificacion de la especie de acuerdo al manual de Bergey’s (2001).

6.6.5. Identificacion de levaduras

Para la identificacion de levaduras se realizaron pruebas distintivas de los géneros:
caracteristicas macro y micro morfoldgicas, produccion de ureasa, asimilacion de nitrato,
asimilacion de inositol, rafinosa, lactosa, xilosa, manitol, glucosa, galactosa, ramnosa,

trealosa, crecimiento a 48 °C y a pH de 8.0 (Linares y Solis, 2001).



6.6.6. Aislamiento de microorganismos del queso para la identificacion por métodos
moleculares

La coleccion microbiolégica analizada en este estudio fue aislada en colaboracion dentro
del grupo de trabajo y el detalle del aislamiento y caracterizacion preliminar fue reportado
por Barrera (2011). A continuacion se describe brevemente la metodologia de aislamiento:
Una porcion de 10 g de queso obtenido en las cuatro etapas de elaboracidn, se colocé en
una bolsa estéril que contenia 90 ml de agua peptonada al 1% y se homogeniz6 en el
Stomacher. Una dilucion fue inoculada en placas de agar MRS por duplicado para BAL y
PDA para la identificacion de mohos y levaduras. Una vez obtenidos los aislados del
medio, se tomo una azada del cultivo en medio MRS para BAL, de cada una de las muestra
y se colocd en 10 ml de medio Luria-Bertani (LB), para posteriormente incubarla a 37°C
durante 24 horas en una incubadora rotatoria a 100 rpm. Posteriormente para los aislados de
mohos Yy levaduras se procedio de la misma forma, la azada tomada del medio PDA solido
fue depositada en 100 ml de medio PDA por cinco dias a 25°C en una incubadora rotatoria
a 250 rpm. De los cultivos en medio liquido LB y PDA, se tomé 1 ml del caldo de cultivo,
el cual se depositd en un tubo eppendorf de 1.5 ml, previamente pesado, posteriormente se
centrifugo por 2 min a 13,000 rpm descartandose el sobrenadante, se repitio la operacion
hasta tener la cantidad requerida de muestra. Se agregaron de 800-1000 ul de agua estéril
miliQ, posteriormente se agitd vigorosamente en el vortex, asegurandose que la pastilla
estuviera completamente disuelta, seguido de centrifugacion por 2 min a 13,000 rpm,

descartandose el sobrenadante.

6.6.7. Extraccion del ADN de los aislados bacterianos

La extraccion del ADN total se realizO mediante la metodologia descrita por Raeder y
Broda (1985). Se depositaron de 40 a 50 mg de muestra en nitrégeno liquido por 20
minutoa en tubos eppendorf estériles seguidos de una maceracién por 5 min con pistilo

estéril. Se agregaron inmediatamente 500ul de amortiguador de extraccion (temperatura



de fenol-cloroformo (50/50) (4°C) y se mezclaron en vortex a maxima velocidad durante 5
min y se centrifugd a 13000 rpm durante 30 min. La fase acuosa se transfirié a otro tubo
eppendorf, donde se le adicionaron 400ul de cloroformo frio (4°C). Se mezcl6 durante
1min, y se colocd en vortex para homogenizar la muestra y se centrifugd durante 5min a
13000 rpm. Se le afiadio & de RNAsa (10mg /ml) (Invitrogen, US). Se incub6 durante 30
min a 37°C en block caliente. Se le adicionaron 500ul de isopropanol frio (4°C) y se
mezcld por inversion ligera y se incubo a -20°C durante 15 min. Se centrifugo durante 5
min. El sobrenadante se desecho, se afiadieron 500ul de etanol al 70% a 4°C, se mezclo por
inversion ligera, se centrifugd durante 5 min a 13000 rpm. El sobrenadante se desechod y la
pastilla se seco en papel secante durante 30min, esta se re suspendié en 30 pl agua eséril

miliQ y se conservo -20°C.

6.6.8. Extraccion del ADN fungico

Se extrajo el ADN gendmico presente, empleando el protocolo propuesto por Rojas y
Herrera (2008), el cual fue desarrollado para la extraccion de DNA a partir de comunidades
bacterianas con altas cantidades de polisacaridos. La metodologia utilizada se describe a
continuacion: el ADN en la solucién contaminada se mezclo con 20 ul de solucion de
incubacion (5 ml del precipitado obtenido a partir de 1 g de dioxido de silicio).
Posteriormente fue agitado suavemente esta solucion por 5 minuntos y se centrifugd a
12,000 g por 20 seg. La pastilla resultante fue lavada en 200 pl de solucién de lavado (95%
alcohol, 5% [0.2 M NaCl, 2 mM EDTA, 20 mM Tris HCI pH 7.0] y se centrifug6 a 12,000
g por 20 segundos. La pastilla se dejo secar a temperatura ambiente. Los fragmentos de
ADN fueron recuperados de la solucion adicionando de 20 a 30 ul de amortiguador TE (10
mM Tris HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA) e incubados a 37° C por 5 min. Posteriormente la
solucion se centrifugdé a 11,500 g por un min. La solucion de ADN fue transferida a un

nuevo tubo para su uso posterior y la pastilla fue descartada.



6.6.9. Determinacion de la integridad del material genético mediante electroforesis en
gel de agarosa

Se preparé una solucion de agarosa (BIO Basic Inc.) al 1% pl/v; disolviéendose en
amortiguador TBE 1x (108 gr Trisma Base; 55 gr Acido Borico; 40 ml EDTA 0.5M pH 8).
Se disolvié esta solucion de agarosa en amortiguador calentando en un horno de
microondas. La agarosa ya disuelta se coloco en un soporte para el gel, sellando con cinta
adhesiva esperando a que gelificara. Se colocé el peine de acuerdo a los pocillos que se
necesitaron. Se retiro la cinta adhesiva con la que se sell6 el soporte del gel y se colocé en
la cubeta de electroforesis. Los pocillos quedaron cerca del catodo (polo negativo). Se
afiadié amortiguador de electroforesis TBE 1X, de forma que cubriera bien el gel de
agarosa. Se aplico la muestra preparada de la siguiente manera: 2ul de colorante y 3 ul de
muestra, tefiido con Syber Gold™
molecular 100 bp ADN Ladder (PROMEGA Corp. US) como referencia. Se programé la

fuente a 80 voltios de energia y el gel de electroforesis se corrié durante 45 min. Una vez

(Invitrogen, US), colocando el marcador de peso

acabada la electroforesis se visualizé el ADN mediante luz UV y se tomo una fotografia de

la imagen en el foto documentador (KODAK Gel Logic 112).

6.6.10. Cuantificacion del ADN obtenido

La estimacion de la cantidad de acidos nucléicos en las preparaciones se realizd por
espectrofotometria, en la cual se realiz6 una estimacion de la cantidad de radiacion UV
absorbida por las bases nitrogenadas. Para cuantificar la cantidad de ADN, se registraron
las longitudes de onda a 260 nm y 280 nm. La lectura a 260 nm se utilizé para calcular la
concentracion de acidos nucléicos en la muestra. En el caso de los &cidos nucléicos una
densidad optica (DO) de 1 corresponde a ~50 pg/ml de doble hebra de ADN, 40 pug/ml de
hebra simple de ADN 6 ARN, y a 488  ml de hebra simple de oligonucleétidos. La
relacion entre las lecturas de 260 nm y 280 nm provee una estimacion de la pureza de los

acidos nucléicos, de esta forma una relacién menor a 1.8 indica que la muestra se encuentra



las lecturas de las longitudes de onda: 260 y 280 nm, y se calcularon con la siguiente

formula:;

Concentracion de ADN (ug/ml) = (A 260 x 40) x Factor de Dilucién (Sambrook y Rusell,
2001). Donde 40 es el grado de correccion relativa a la naturaleza de la doble hebra de
ADN.

6.6.11. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
a) Amplificacion del gen 16S ARN ribosomal de bactérias

La reaccion PCR fue aplicada para amplificar regiones utilizadas en la identificacion a
nivel de especie de los aislados obtenidos del queso cotija. Se utilizaron dos
oligonucleo6tidos reportados previamente para la hibridacion con las regiones filogenéticas
conservadas de la subunidad 16S ribosomal de eubacterias. Para la region 16S se usaron los
cebadores descritos por Strom et al., (2002) (16S-for 5"AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
3" y 16S-rev 5’"CGGGAACGTATTCACCG 3’). Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 25 pl, utilizando 1 ul del ADN, 2.5 pl de Amortiguador 10X, 0.75 pl de
cloruro de magnesio 50 mM, 0.2 ul de dantos 10 mi, 1 pl de cada uno de los iniciadores
(16S Forward y 16 S Reverse) 0.5 mi y 0.2 ul de la enzima Tag DNA polimerasa 5 U/5 pl
(Gibco-BRL, Rockville, MD), 0.5 de BSA (Albumina bovina) al 10% y completando el
volumen a 25 pl con agua milliQ estéril. El programa de amplificacion consistio de 1 ciclo
de desnaturalizacion por 5 min a 95°C y 30 ciclos de 30 seg a 94°C, 50 seg a 59°C, 1 min a
72°C, por ultimo se dio un paso de extension final a 72°C por7 min. Los productos de PCR
fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% mezclando 5 ul del producto de PCR con 3
ul de Syber Gold™ y depositandolos en el mismo, el cual se corrié en una camara de
electroforesis de la marca Bio-Rad a 100 volts por 30 min. De igual manera los productos
de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.0% tefiido con Syber Gold™ 10X,
grabando la imagen en el programa Kodak digital Science™ 1D. Los productos de PCR
fueron purificados con el Sistema comercial Wizard SV and PCR clean up System de

Promega, para su posterior secuenciacion.



b) Amplificacion de la region ITS presente en eucariotas

Los mohos y levaduras fueron determinados empleando las regiones ITS del ADN
ribosomal ya que como se menciono anteriormente estas regiones espaciadoras del ADNr
evolucionan mucho mas rapido que las regiones codificantes, ya que las sustituciones en las
regiones espaciadores no muestran efectos letales para los microorganismos, para lo cual se
utilizaron los oligonucledtidos en sentido 6 ITS 1 (5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) y
el oligonucleotido en anti sentido 6 ITS 4 (5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG3") (White et
al., 1990). En solo dos casos de levaduras que no fueron bien responsivas para los
cebadores ITS fue necesario aplicar los oligonucledtidos NL1 (5
GCATTCAATAAGCGGAGGAAAAG 3’) y NL4 (5 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 37)
descritos por (White et al., 1990) para este analisis. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador (Perkin Elmer GeneApm PCR system 9700, Applied Biosystems). Las
reacciones fueron realizadas en un volumen final de 25 ul, utilizando 1 ul del ADN, 2.5 pl
de Amortiguador 10X, 0.75 pl de cloruro de magnesio 50 mM, 0.2 pl de dNTPs 10 mM, 1
ul de cada uno de los iniciadores 0.5 mM y 0.2 pl de la enzima Taqg ADN polimerasa
(Gibco-BRL, Rockville, MD), 5 U/5 ul y completando el volumen a 25 ul con agua milliQ
Istéril. El programa utilizado consistio de 1 ciclo de desnaturalizacion por 5 min a 94°C y
30 ciclos de 30 seg a 94°C, 50 seg a 58°C, 72°C durante 1 min y 72°C por 7 min como
paso de extension final. Posteriormente los productos de PCR fueron visualizados en un gel
g™ y

depositandolos en este, el cual se corrio en una camara de electroforesis de la marca Bio-

de agarosa al 1% mezclando 5 pl del producto de PCR con 3 ul de Syber Gol

Rad a 100 volts por 30 min. De igual manera los productos de PCR fueron visualizados en
un gel de agarosa al 1.0% tefiido con Syber Gold™ 10X, grabando la imagen del en el
programa Kodak digital Science™ 1D. Los productos de PCR fueron purificados con el
estuche comercial Wizard SV and PCR clean up System de Promega para su posterior

secuenciacion.



6.6.12. Secuenciacion y andlisis de los productos de PCR obtenidos

Una vez purificados las fragmentos amplificados por PCR tanto para el gen 16S para
bacterias y de la region ITS y ITS1-5.8S-1TS2 para levaduras (con excepcion de dos
muestras analizadas por la region ribosomal NL1 y NL4), se procedié a su secuenciacion
utilizando el secuenciador automético de capilaridad ABI Prism (Applied Biosystem
Modelo 3130). Con los mismos cebadores aplicados en la reaccion de PCR original se
procedid a realizar las reacciones de secuenciacién de la siguiente forma: Los productos de
PCR purificados fueron nuevamente amplificados utilizando las siguientes condiciones de
reaccion: 4 pl de amortiguador Big dye v 3.1 5X, 1 ul de iniciador, 4 pl de Big dye v 3.1
Ready Mix, 2 pl del producto de PCR, 9 ul de agua estéril milliQ par un volumen final de
20 pl. Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo de 96 °C por un min, seguido de 25 ciclos a
96°C 10 segundos, 59°C durante 4 min. Posteriormente la reaccion de secuenciacion fue
purificada mediante el estuche comercial Big dye X Terminator (Applied Biosystems,
U.S.), procediendo de la siguiente manera: se coloco en un tubo de PCR de 2.5 ul del
producto de secuenciacion, 2.5 ul del reactivo X-Terminator, 11.25 pl del reactivo SAM, se
homogenizo la mezcla en vortex por 15 seg, se incubd en un Thermomixer (Eppendorf) por
30 min a 25°C a 13 000 rpm, se homogenizé en vortex por 15 seg seguido por una
centrifugacion por 2 min a 13 000 rpm, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo. Los
productos de PCR purificados fueron finalmente secuenciados utilizando el secuenciador
automatico de capilaridad ABI Prism (Applied Biosystem Modelo 3130).

La secuencia nucleotidica obtenida fue alineada y comparada con las encontradas en la base
de datos BLAST del Banco mundial de genes del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), para la comparacion e identificacion se seleccionaron las
secuencias de referencia con las cuales se tenia similitud usando el programa BioEdit
Sequence Alignment Editor 5.0.6 (Hall, 1999) y CLUSTAL W 1.82 (Thompson et al.,

1994). Los dendogramas fueron construidos por medio de un programa analitico (MEGA

vvarcidn 2 1Y (K iimar at al 20N01) 11eandn Ine matndne nainhharoinininA (Laitnrr at al 1097)



distancias entre los pares de bases de las secuencias. La confiabilidad de los grupos fue

evaluada por “bootstrapping” con 1000 replicas.

6.7. Elaboracién de un cultivo iniciador

Una vez que fueron identificados los géneros se procedid a elaborar el cultivo iniciador,

para la lo cual se realizaron las siguientes pruebas:

6.7.1. Capacidad de acidificacion de la leche

Las cepas aisladas fueron sembradas en tubos de BHI a 35°C durante 48 h, posteriormente
se inocularon 2 ml de cada una en 200 ml de leche descremada y esterilizada, se incubaron

a 37 °C y se monitoreo el descenso del pH hasta las 8 horas (Alvarado et al., 2007).

6.7.2. Sensibilidad a antimicrobianos

Para esta prueba se analizaron los antimicrobianos mas cominmente empleados en el
tratamiento de bovinos como son; Penicilina G (penicilina G sbdica, 1,000.000 Ul),
Kanamicina (sulfato de kanamicina, 25 g/ml) y Cloxacilina (cloxacilina sodica, 25 mg/ml)
(Bauver et al., 1966). EI método empleado fue el de disco en placa solida, el cual consistié
en colocar la suspension bacteriana en placas de agar MRS para posteriormente ser
sembradas por superficie. Por separado se prepararon disco de papel filtro (con didmetro de
5 mm) los cuales fueron impregnados con soluciones de diferentes concentraciones de los
antimicrobianos (5, 25, 50, 75 y 100 pg/ml), una vez que las cepas fueron sembradas se
colocaron los discos en la superficie presionando suavemente. Posteriormente se incubaron
a 37°C por un espacio de 12 h, observandose la aparicion de halos de inhibicion alrededor
del disco. Los halos de inhibicion fueron medidos con un Vernier. Para la interpretacion de
los resultados se considero como resistentes a aquellas cepas que presentaron diametros
menores a 10mm, medianamente sensibles menos de 20mm y sensibles mas de 20mm
(Bauver et al., 1966).



6.7.3. Resistencia a productos de limpieza y desinfeccion

Se determin6 la resistencia de las bacterias aisladas a productos como detergentes
clorinados (Cloralex) y un producto acido como (Anibac). En estas pruebas se utilizo el
método de disco mencionado anteriormente. Las concentraciones utilizadas del detergente
clorinado fueron 3; 6; 9 y 12 mg/l. Para el caso del &cido y detergente se tomo un matraz
erlenmeyer estéril de 250 ml de capacidad al cual se agrego una solucién del producto de
limpieza preparado segin recomendaciones del fabricante (acido 2ml/l y detergente 0.5
ml/l), se descarto la solucion y se enjuago una vez con agua. Se eliminé el contenido y se
agreg6 100 ml de agua estéril, se agitd y con esta Gltima solucion se impregnaron los discos

para realizar las pruebas (Collins et al., 1991).

6.7.4. Capacidad de acidificacion de la leche en presencia de antimicrobianos o
productos de limpieza

Para la prueba de acidificacion de la leche con antimicrobianos, 200 ml de leche
descremada y estéril conteniendo antimicrobianos (Penicilina G, 25 pg/ml, Kanamicina 100
ug/mL 0 Cloxacilina 100 ug/ml ) fueron inoculadas con 2% v/v de un cultivo de las cepas

asiladas, se incubaron a 37°C y se midi6 el descenso del pH hasta las 8 horas.

Para la acidificacion de la leche conteniendo productos de limpieza y desinfeccion, la
concentracion del producto clorinado fue 12 mg/l. Para el caso de detergente y acido los
matraces erlenmeyer que contenian la leche para el ensayo, se trataron como se menciono
anteriormente. La leche se inoculd con 2% v/v de un cultivo de las cepas a evaluar, se

incubaron a 37°C y se midié el descenso del pH hasta las 8 horas (Rodriguez et al., 2007)

6.7.5 Compatibilidad entre cepas

Para evidenciar la compatibilidad entre las cepas seleccionadas se utilizd el método de

difusion en agar. Cajas de agar MRS fueron sembrados con cultivos de las cepas crecidas



ensayar. Posteriormente las placas fueron incubadas por un espacio de 24 h a 37°C y se
observo la presencia o ausencia de halos de inhibicion alrededor de los pocillos (Rodriguez
et al., 2007)

6.7.6. Preparacion de los cultivos iniciadores

Para elaborar los cultivos iniciadores a ser empleados en la elaboracion del queso cotija,
cada cepa fue incubada por separado en un volumen de leche de 10 ml durante 12 h a 37°C.
Transcurrido ese tiempo, las mezclas de las cepas compatibles se elaboraron con una
concentracion de células de 10 8 UFC/mL. Las mezclas fueron las siguientes: Mezcla A:
BCOT-5, BCOT-9, BCOT-12; Mezcla B: BCOT-2, BCOT-4, BCOT-6, BCOT-8; Mezcla
C: BCOT-1, BCOT-3, BCOT-7, BCOT-10, BCOT-11, BCOT-13, BCOT-14, BCOT-15 y
BCOT-16. Adicionalmente, y con el objetivo de conocer el comportamiento de las bacterias
lacticas utilizadas para fabricar los 3 tratamientos (Mezcla A, B, C), se realizo el recuento
de los diferentes generos de bacterias antes de la inoculacién al queso y después de ser

inoculado.

6.7.7. Elaboracion del queso similar al cotija

Con las mezclas preparadas en el punto anterior se elaboraron quesos similares al cotija
utilizando leche pasteurizada y se siguid el mismo procedimiento de elaboracion del queso

artesanal. La metodologia fue la siguiente:

Se emplearon 140 litros de leche cruda entera los cuales fueron distribuidos en 14
recipientes con 10 L cada uno, posteriormente se realizo la pasteurizacion de la leche por
calentamiento a 75°C por un espacio de 30 minutos, posteriormente se procedié a un
enfriamiento rapido a 5°C. Cuando la leche tenia una temperatura entre 35°C y 37°C se
afiadio 10 ml del cuajo marca Cuamex (Chr. Hansen de México S.A. de C. V., México), el

cual fue diluido en 100 mL de agua purificada a temperatura ambiente (25°C y 2gr de sal de
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Posteriormente la cuajada fue amasada con sal (65 g/Kg de cuajada) por 5 min. Una vez
trascurrido el tiempo, la masa fue colocada en aros de madera sobre mantas los cuales
fueron fajados y colocados sobre una prensa para su escurrimiento total. Los quesos fueron
desfajados al tercer dia y se colocaron en el cuarto de enfriamiento del CIIDIR-IPN Unidad
Michoacén a una temperatura entre 18 y 20°C. Una vez que los quesos fueron desfajados se
limpiaron cada tercer dia con la finalidad de retirarles la grasa o incluso el polvo que
pudieran tener. Los quesos permanecieron tres meses en este cuarto simulando el proceso

de maduracion como lo indican las reglas de uso para la elaboracion del queso cotija.

6.7.8. Andlisis sensorial de los quesos

Los diferentes quesos fueron evaluados sensorialmente a partir de los 90 dias de
maduracidn, debido a que este es el tiempo minimo que sefiala las reglas de uso del queso
cotija. Para ello se utilizé un panel de cata formado por 14 productores de queso cotija, 5
del municipio de Cotija, 5 del municipio de Quitupan, y 4 del municipio de Valle de
Juarez, considerando un 10% de los municipios de estudio. Es importante mencionar que
no fue posible incluir a todos los municipios debido a que los ranchos de los productores se
encuentran muy retirados, no hay acceso a todas las comunidades y por problemas de
inseguridad. El panel fue entrenado durante 8 sesiones de entretenimiento con dos sesiones
de repeticion para la evaluacion del panel, cada sesion tuvo una duracion aproximada de 20
a 30 minutos. Este panel fue entrenado mediante la técnica del QDA® (Quantitative
Descriptive Analysis) descrita por Stone et al. (1974) y por la norma francesa NF ISO
11035 (AFNOR, 1995). Los atributos evaluados fueron: Caracteristicas externas (forma del
queso, consistencia, textura y color de la corteza), caracteristicas de la pasta (textura y
color), aroma sabor y aceptabilidad general. La maxima aceptacién para un queso fue de 20
puntos repartidos de la siguiente manera: caracteristicas externas 3 puntos, caracteristicas
de la pasta 5 puntos, aroma 3 puntos, sabor 6 puntos, caracteristicas de la pasta 5 puntos,
aroma 3 puntos, sabor 6 puntos y aceptabilidad general 3 puntos. Los resultados se

calificaron mediante una prueba de puntos o calificacion ya que esta es la prueba que



7. RESULTADOS

7.1. Calidad sanitaria del proceso de elaboracion del queso Cotija

7.1.1. Diagnostico de las condiciones generales del proceso de elaboracion del queso
cotija

El analisis estadistico que se empleo para el diagnostico actual de las condiciones generales
fue una estadistica no paramétrica utilizando el programa SPSS obteniendo los siguientes

resultados para el personal (Cuadro 3):

El nimero de personas que participa en el proceso de elaboracion del queso en promedio es
de 4. Ademas es importante mencionar que en lo general el personal labora sin utilizar el
uniforme sanitario (overol, casco y cofia), b) Es frecuente observar comiendo o fumando a
los trabajadores durante la jornada de trabajo, c) Los trabajadores no se lavan ni se
desinfectan las manos antes de iniciar su trabajo, d) No se practica un analisis clinico del
personal de acuerdo a lo estipulado por la norma NOM- 120- SSA1 -1994, e) No existe un
control en las personas que se presentan enfermas a trabajar, f) No existen letreros que

adviertan la prohibicion de entrada y transito de visitantes.

Con respecto a las instalaciones; ElI 22% de los productores cuentan con corrales de
manejo, lugar de ordefio, cuarto para la elaboracion del queso, cuarto de maduracion y no
tienen servicio sanitario, asi mismo, el piso de los talleres es rustico, el 50.5% no cuenta
con agua potable, el agua que utilizan es agua almacenada en el periodo de lluvias y el 55.2

% cuenta con un control de plagas.

Con respecto a la raza de animales; en los hatos lecheros predomina las cruzas formadas

por las raza cebd, pardo y suizo (54.3%).



Con respecto a la raza de animales encontrados en la sierra Jal-Mich todos los productores
son ganaderos con un objetivo muy preciso sobre la seleccion de las vacas, no tienen raza
especifica, por lo que realizan cruzas de vacas cebl con otros toros especializados en carne
0 leche, predominando estas cruzas en los hatos ganaderos con el 54.3% (Cuadro 3). El
reporte de la encuesta aplicada sefiala que que las principales cruzas formadas con el
ganado cebu son: suizo (73%), simental (10 %), Holstein (9%) y Charolais (8%). Sin
embargo, cuando el ganado cruzado comienza a perder las caracteristicas “rusticas” del
ganado cebl se recomienda la reintroduccion de las mismas a través de realizar nuevas
cruzas utilizando un toro rastico sobre la vaca mas especializada, por lo que un analisis mas
detallado de las cruzas genéticas entre las diferentes razas presentes en la region podria ser
considerado. Asi mismo, solo el 82.79% de los productores tiene al ganado identificado con
aretes, el 66.7% de los productores cuenta con un programa de vacunacion y
desparasitacion, y no presentan problemas reproductivos, ni respiratorios. Finalmente, el
97.1% participa en el programa oficial para el control de Brucella (Br) y Tuberculosis (Th)
y el 65.7% comenta que hace un afio realizaron el Gltimo estudio para el control de Bry Tb;
sin embargo, el 52.4% de los productores no cuenta con certificado de hato libre de Bry
Th. Por otro lado el 76.2 de los productores comenta que sus animales no presentan

problemas de mastitis.

En cuanto al proceso de elaboracion del queso cotija, el 100% de los productores realiza el
ordefio manual, el 76.2% limpia y seca los pezones de las ubres de las vacas. Sin embargo,
el 88.6% de los productores no realiza el presello y el sellado de los cuartos. El equipo
utilizado tanto en el proceso de extraccion de la leche, como en los talleres (cubetas,
tambos y cantaras) no se lava con la frecuencia requerida, ademas de que el agua empleada
no es potable. Los tambos y cubetas durante el proceso de ordefio generalmente se
contaminan de excremento, estiércol o tierra, no se tiene la mas minima precaucion en el
manejo de estos tanques, es frecuente observar en los talleres latas de refresco, el ingreso de

animales domésticos e incluso en las mismas tarimas donde se deja que los quesos maduren
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En cuanto a los talleres de elaboracion; las puertas, ventanas, paredes y techos se
encuentran sumamente deteriorados, en las explotaciones que cuentan con estos talleres,
debido a que no tienen la precaucion de darles el mantenimiento adecuado, el 98.1 utiliza la
sal de grano para la elaboracion del queso y cuajo natural (67.6%), asi mismo, el 53.3%
tiene control sobre el proceso de elaboracion y el 49.5 % deja madurar el queso 3 meses y

finalmente el 83.8% no identifica su producto.

Cuadro 3. Diagnostico actual de las condiciones generales del proceso del queso cotija

Pregunta Validado Frecuencia Porcentaje Porcentaje
acumulado
PERSONAL
Numero de personas que participan en el 4 34 32.4 74.3
proceso de elaboracion del queso.
¢El personal conoce y aplica las buenas Sl 88 83.4 83.8

practicas de higiene?

INSTALACIONES

¢Su unidad de produccion cuenta con las
siguientes areas de forma independiente?

" Corral de manejo: Si 62 15.1 59.0
" Lugar de ordefio: Si 89 21.7 84.8
" Cuarto para la elaboracién del Si 97 23.6 92.4
queso: Si 87 21.2 82.9
" Cuarto para la elaboracién del No 76 18.5 72.4
queso:
. Servicios sanitarios para el
personal:
¢Dichos lugares, con excepcion del corral de  Rustico 87.0 82.9 82.9

manejo, sSe encuentran protegidos de la
intemperie y cuenta con piso estabilizado (no de

tierra)?

¢Cuenta con agua potable y en cantidad NO 51.4 51.4 100
suficiente

¢Las diferentes areas del establo y lugares de Sl 93.3 98 93.3

fabricacion 'y maduracion del queso se
mantienen limpias y ordenadas?

GANADO
Raza de ganado Cruza* 54.3 57 54.3
¢Cuenta con programa de vacunacion y Sl 66.7 70 67.7
desparasitacion?
Su ganado ha tenido problemas reproductivos. Ninguno 80.0 84 80.0

Participa en el programa oficial para el Sl 102 97.1. 97.1
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PROCESO

Tipo de ordefio Manual 100 100 100
¢Limpiay seca los pezones antes del ordefio? Sl 80 76.2 76.2
¢ Tiempo transcurrido entre la obtencién de la 3h 43 41.0 41.0
leche y el inicio de elaboracion del queso?

Tipo de sal Grano 100 100 100
Tipo de cuajo Natural 100 100 100
Tiempo de maduracion 3 meses 52.0 49.5 49.5

7.1.2. Composicion porcentual quimica de la leche

En la cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos de la composicién quimica de la leche
con gue se elabora el queso Cotija, en el cual se puede apreciar que el porcentaje de grasa
es similar a los valores que sefiala la NMX-700-COFOCALEC-2007 que es el 31.93 %. La
alta dispersion en los resultados obtenidos obedece al hecho de que las diferentes muestras
de la leche analizada fueron recolectadas en diferentes temporadas del afio, factor que

influye en la alimentacion del ganado y por ende en la composicién de la leche.

Cuadro 4. Composicion de la leche con que se elabora el queso cotija

Constituyente Contenido

(%) Base humedad NMX-700-

COFOCALEC-2007

(%) Base seca

Agua 86.5£095 e s
Solidos totals 13.5+0.35 10000 e
Grasa 4.31+0.20 31.93+1.48 >32
Proteinas 3.67+£0.18 27.19+£1.33 >31
Carbohidratos totals 4.75+0.15 35.19+1.11 43-50
Minerales 0.77+0.10 5.70£0.74 -
Sélidos no grasos 9.19+0.15 68.07+1.48 83

7.1.3. Calidad sanitaria de la leche cruda entera



explotaciones bovinas presentaron de 4.93 — 5.90 log UFC/ml de BMA, mientras que un
23% de las explotaciones lecheras presenté cuentas del orden de 6.70 — 7.50 log UFC/m,
las cuales se encuentran por arriba del limite maximo (6 log UFC/ml) establecido por la
NOM-F-700-SCFI-2004.
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Figura 3. Contenido de Bacterias Mesofilas Aerobias en leche. Los Numeros en la parte
superior de cada barra corresponden a los porcentajes relativos.

Con respecto a la cuenta de OCT, el 73.52% registro valores entre 4.45 y 5.56 UFC/ml, el
13.19% se ubicd entre 6.58 - 7.33 logio UFC/mI. Sin embargo, en México no existe un
valor de referencia en el que se pueda establecer un limite para este grupo indicador.
Despues de haber iniciado la aplicacion del programa de mejoras higiénicas y operativas en
el proceso de obtencion de la leche, el 76.96% de las explotaciones lecheras arrojaron
cuentas de BMA del orden de 2.57 — 3.55 log UFC/ml; resultados inferiores a los obtenidos
durante la primera etapa. Comparado con los que se obtuvo en la primera etapa la

diferencia es altamente significativa, asi mismo estos datos se encontrarian dentro de lo



4.71 logl0 UFC/ml, solamente el 5.45% de las muestras superaron los limites
referenciados.
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Figura 4. Contenido de Organismos Coliformes Totales en leche. Los NUmeros en la parte
superior de cada barra corresponden a los porcentajes relativos.

Los OCT registraron el 66.8% de las muestras entre 3.55 y 4.24 log,o UFC/ml, valores que
aun se encuentran superando el NOM-155-SCFI-2003, sin embargo los resultados

obtenidos de la primer etapa fueron superiores a esta, y en esta segunda etapa se logro
disminuir una unidad de logaritmo (Figura 4).

Al realizar el andlisis estadistico para determinar la diferencia entre las medias obtenidas a
partir de las muestras de leche antes y después de las buenas practicas higiénicas (BPH), se
empleo la prueba de comparaciones por pares (distribucion de t) del programa estadistico

STATS Graphics version 5, obteniéndose los siguientes valores:



Cuadro 5. Estadistico en leche Bacterias Mesofilas Aerobias

Antes BPH Después BPH
N° de Muestras 133 133
X (Media) log UFC/ml 5.52 3.69**
Desviacion estandar 0.92 0.72
Dispersion (log UFC/ml) 5.04 3.4

** = Altamente significativo p< 0.005

Cuadro 6. Estadistico en leche Organismos Coliformes Totales

Antes BPH Después BPH
N° de Muestras 133 133
X (Media) UFC/ml 4.22 2.00**
Desviacion estandar 1.08 0.96
Dispersion (log UFC/ml) 5.65 4.78

** = Altamente significativo p< 0.005

De acuerdo al anélisis estadistico existen diferencias altamente significativas (p<0.005)
(Cuadro 5 y 6) antes de los cursos de capacitacion y diversas mejoras al proceso (Etapa l) y
después de la implementacion de las BPH (Etapa Il), reduciéndose la extension de la
distribucion de 5.04 a 3.4 logig UFC/ml para BMA con diferencias significativas de 5.65 a
4.78 log1p UFC/ml para OCT,

7.1.4. Andlisis de utensilios y superficies

En el cuadro 7 se indican los valores obtenidos en los puntos de muestreo para BMA y
OCT; para cubetas los valores se ubican entre 10° y 108 UFC/cm?, en el caso de los tambos
los valores fluctdan entre 10° a 10’ UFC/cm?, para BMA y OCT de 10° a 10° UFC/cm?, lo
cual indica la falta de higiene en los utensilios que son empleados en el proceso de

obtencion de la leche.

En general las cargas bacterianas se ubicaron entre 10> a 10° UFC/cm? para BMA, en el



por lo que es importante un mayor cuidado durante las operaciones de higiene y sanidad de

los equipos.

Cuadro 7. Evaluacion sanitaria del equipo y utensilios de ordefia (UFC/cm?), antes de la
implementacién de las BPH

BMA CT
Puntos de Valores Valores

muestreo Minimo Maximo Minimo Maximo
Cubetas 3.73 X 10’ 3.96 X 10° 5.20 X 10° 5.40 X 10°
Tambos 5.60 X 10° 6.20 X 10’ 3.40 X 10° 5.80 X 10°
Céantaras 8.10 X 10° 8.20 X 10’ 2.90 X 10° 2.20 X 10’

En el cuadro 8 se muestran los resultados para el analisis sanitario en las manos de los
trabajadores, en el cual se observa que al final del proceso de ordefa las cargas bacterianas
para BMA son las més altas ya que éstas se ubican entre 10° y 10°, para OCT tanto al inicio
como al final los valores se ubican entre 10* y 10°. Estos valores son el reflejo de que los
trabajadores no se lavan las manos. ElI 100% de las muestras estd fuera del limite
establecido por la norma NOM-093-SSA1-1994 para BMA y CT de <3 X 10° UFC/cm?, lo

cual sugiere la necesidad de capacitar a los trabajadores.

Cuadro 8. Determinacion de BMA y OCT (UFC/cm?) en las manos de los trabajadores y ubres de
las vacas durante el proceso de extraccion de la leche.

BMA OCT
Manos Valores Valores

Minimo Maximo Minimo Maximo
Inicio 3.90 X 10* 2.90 X 10° 1.88 X 10* 3.66 X 10°
Intermedio 2.88 X 10* 1.20 X 10’ 4.66 X 10° 3.90 X 10°
Final 3.33 X 10° 3.44 X 10° 5.67 X 10* 2.77 X 10°
Ubres
Inicio 3.90X10? 8.89 X10* 1.80 X10? 3.66 X10*
Intermedio 2.60 X10° 3.77 X10° 4.66 X10? 3.90 X102
Final 5.56 X10° 6.88 X10° 5.67 X10° 2.77 X10°




valores de 10° a 10 UFC/ cm? hasta 10% a 10° UFC/cm? en BMA y OCT esto debido a que

no se lavan las ubres y pezones de la vaca.

En el cuadro 9 se indican los resultados obtenidos después de la implementacion de los
programas de limpieza y desinfeccion donde se manifiesta una considerable disminucién en
los recuentos de ambos indicadores, con reducciones de 2 a 3 logaritmos para cubetas,
tambos y cantaras. En OCT ya no se detectan microorganismos, demostrando que las BPH
en superficies se han llevado a la practica, es decir, se realizé una adecuada desinfeccion y

latinizacion de las superficies.

Cuadro 9. Evaluacion de equipo y utensilios (UFC/cm?) después de la implementacion de las BPH

BMA OCT
Valores Valores
Puntos de muestreo Minimo Maximo Minimo Maximo
Cubetas 2.90 X 10* 1.40 X 10° 2.80 X 10* 3.55 X 10°
Tambos 1.8 X 10* 2.87 X 10° 5.66 X 10* 1.88 X 10°
Cantaras 3.33 X 10° 3.34 X 10* 9.98 X 10° 3.77 X 10°

* Desinfectadas

En el cuadro 10 se muestran los resultados de la evaluacion de las manos de los
trabajadores después de la implementacion de las BPH donde las reducciones fueron de 2 y
4 logaritmos para BMA y OCT, ubicandose un mayor porcentaje de los muestreos dentro
del limite permitido por la NOM-093-SSA1-1994 de <3 X 10° UFC/ cm? para BMA. En el
caso de OCT los valores en general fueron bajos. Estos resultados indican una buena

concientizacion en los trabajadores en BPH.



Cuadro 10. Evaluacién de manos de los trabajadores y las ubres (UFC/cm?®) después de la
implementacion de las BPH durante el proceso de extraccion de la leche

BAM OCT
Valores Valores

Manos Minimo Maximo Minimo Maximo
Inicio 1.88 X 10° 3.44 X 10° sC 1.88 X 10°
Intermedio 2.55 X 10° 5.67 X 10° sC 3.77 X 10°
Final 2.60 X 10° 6.55 X 10* 5.67 X 10° 6.40 X 10°
Ubres

Inicio sc 8.70 X102 sc 1.88 X10?
Intermedio 1.90 X102 2.77 X10° sc 6.77 X10°
Final 6.88 X10° 3.90 X10° 1.77 X10? 5.60 X10°

sc: sin crecimiento

En el caso de las ubres de las vacas en la segunda etapa indican la notable disminucion en
carga bacteriana de BMA y OCT en las ubres. Tanto al inicio como al final del proceso
disminuyeron en 2 logaritmos para BMA y CT, lo cual, indica la constante capacitacién de
los trabajadores para realizar la limpieza y lavado de ubres, asi como el presellado y sellado

de pezones.

7.1.5. Determinacion de OCT y Organismos Coliformes Fecales (OCF) en el proceso
de elaboracion del queso cotija

En el cuadro 11 se presentan los resultados obtenidos en los quesos analizados comparando
el proceso de elaboracion con dos productores, una que elabora el queso de manera
artesanal y el segundo semi-industrial. Respecto a la presencia de OCT y OCF se observa
que para ambos productores hay deficiencia de buenas préacticas de higiene del personal, asi
como de la limpieza y desinfeccion de los equipos sefialados anteriormente. Los equipos y
utensilios involucrados en la preparacion de alimentos deben estar libres de OCT, ya que la
presencia de estos organismos indica una contaminacion fecal que demerita la calidad
sanitaria de los alimentos y constituyen un peligro potencial de contaminacién con

patdgenos entéricos.



Los valores promedios de OCT y OCF evidencian en el queso Cotija madurado una
disminucion significativa con respecto a los valores obtenidos en la cuajada, lo cual puede
explicarse por la accion inhibitoria de la sal en el crecimiento de diversos microorganismos.
Respecto al queso Cotija con un mes de maduracion, se observo que el productor artesanal
presentd una disminucion de 3 logaritmos al inicio del proceso de elaboracion hasta la
maduracion del queso para OCT, y en OCF solamente disminuyé una unidad logaritmica.
En el caso del productor semi-industrial hubo una reduccion de 1 logaritmos para ambos

grupos indicadores.

Cuadro 11. Recuento de OCT y OCF en el proceso de elaboracion del queso cotija

Granja artesanal OCT OCF (
(NMP/100 g) NMNP/100 g)

Etapas de muestreo

Cuajada 3.8X10° 370

Cuajada + Sal 1.9X10* 280

1 mes de maduracion 2.7X10° 43

3 meses de maduracion 16 27

Granja semi-industrial

Etapas de muestreo

Cuajada 2.7X10° 1100
Cuajada + Sal 3.78X10° 237
1 mes de maduracién 2.97X10° 370

NMP: NUumero Mas Probable

7.1.6. Recuento Salmonella sp y Staphylococcus aureus, en el proceso de elaboracion
del queso cotija

En el cuadro 12 se presentan los resultados obtenidos del analisis de patdgenos en el



conocimiento del comportamiento de estas bacterias es de gran interés para el analisis de
riesgos. Los resultados permiten observar la presencia de Salmonella sp, la cual estuvo
presente en tres de las etapas de elaboracion del queso, asi como Staphylococcus aureus en
un promedio de 5.34X10* UFC/g, sin embargo Escherichia coli no se detectdsu presencia.
En contraste con la leche, los factores ecologicos que prevalecen en el ecosistema propio

del queso no son propicios para una actividad ilimitada de los microorganismos patégenos.

Cuadro 12. Determinacion de microorganismos patdgenos en las diferentes etapas del proceso de
elaboracion del queso cotija

Productor artesanal Salmonella sp. Staphylococcus aureus
(25 g muestra)

Etapas de muestreo

Cuajada Presente 3.13X10*
Cuajada + Sal Presente 2.90X10*

1 mes de maduracion Presente 3.23X10°
3 meses de maduracion Ausente 4.00X10"

Productor semi-industrial

Etapas de muestreo

Cuajada Presente 5.56X10*
Cuajada + Sal Presente 1.06X10°
1 mes de maduracion Presente 5.44X10°

7.2. Implementacién de BPH en el proceso de elaboracion del queso cotija

Despues de la implementacion del programa de BPH se obtuvo un mejoramiento en las
explotaciones lecheras y en los talleres de elaboracion. Estos talleres actualmente cuentan
con separaciones definidas y areas de alimentacion y ordefia mejoradas. De la misma
manera puertas, ventanas y techos fueron reparados. Asi mismo, en los talleres de

elaboracién del queso, los productores estan implementando mejoras en su infraestructura



De hecho, en algunas instalaciones ya se cuenta con letreros que indican que no ingrese
personal ajeno a esta actividad. Con la aplicacion de las BPH ahora el equipo utilizado en la
elaboracién del queso como céantaras y tambos es lavado con agua limpia y jabon, y en su
mayoria es desinfectado. Los desinfectantes empleados fueron sales cuaternarias de amonio
(doble cadena) y de primera generacién, un producto que cuenta con registro de la EPA N°
47371, aprobado por la USDA y FDA y que esta declarado para el uso de equipos y

utensilios.

En esta fase del estudio, se fomento la realizacion de la limpieza de las instalaciones y areas
de ordefio, es decir, el retiro del estiércol de los animales durante la extraccion de la leche.
Una vez aplicadas las BPH sugeridas en el presente estudio por los productores
participantes el proceso de extraccion de la leche se realiza con mejores condiciones
higiénicas, también las manos de los trabajadores son higienizadas. Finalmente, a través de
la implementacion de estas BPH en las explotaciones participantes, el personal se lava las
manos antes de la ordefia, se lavan las ubres de las vacas, se realiza el presellado y el

sellado de pezones.

7.3. Caracterizacion de la microbiota asociada al proceso de elaboracion del queso
Cotija

7.3.1. Andlisis fisicoquimico del queso cotija

En el cuadro 12 se presentan los parametros fisicos de pH, conductividad eléctrica y
actividad de agua durante el proceso de elaboracion del queso Cotija. Nuestros resultados
permiten apreciar con respecto al pH y a la conductividad que no hay diferencias
significativas entre las dos explotaciones analizadas. Sin embargo, a nivel de la actividad
del agua si se presentan diferencias significativas entre ambos procesos de produccion en
los quesos producidos. El pH es una variable importante por ser la coagulacion un proceso
enzimatico de la hidrdlisis proteica, las enzimas involucradas tienen una temperatura

Optima de actividad que se encuentra en el rango de 20 - 42 °C (Troxler y Reardon, 2011).



esa agregacion y consecuente formacion del gel. Respecto a los analisis quimicos del queso
se observaron diferencias significativas entre ambos quesos, lo cual puede ser consecuencia
de las diferentes formas de elaboracion de los quesos. Las reglas de uso para elaborar el
queso cotija de acuerdo a la marca colectiva sefialan una serie de requisitos entre los cuales
se menciona que los animales deben de alimentarse Unicamente de los pastos que se
producen en la region y la leche con que se elabora el queso debe ser de ganado cebu
criollo. En el caso del queso semi-industrial se observo que la leche empleada para elaborar
el queso no es unicamente del ganado de la region sino que tambiéen se mezcla con leche
pasteurizada, y la alimentacion del ganado también incluye un concentrado de pasturas

comerciales.

Cuadro 13. Caracteristicas del queso cotija artesanal y semi-industrial (n=5)

Queso pH Aw Acidez NaCl CE H Grasa Prot

Cotija mg/Ac.lactico % (us) %p/p
Artesanal 5.0£0.01 0.9+0.06 0.7+£0.01 6.9+0.07 16.6x0.2 30.0+0.3 28.8+0.2 26.9x0.1
Industrial 5.3+0.01 0.9+0.01 0.8+0.4 6.7£0.07 16.4x0.2 36.6£0.2 24.8+0.4 23.6x0.1

Aw: Actividad de agua; CE= Conductividad eléctrica; H= Humedad, Prot= proteina.

7.3.2. Enumeracion microbiologica de los tiempos de muestreo del proceso de
elaboracién del queso cotija

Se analizaron los recuentos de bacterias, mohos y levaduras durante el proceso de
elaboracion del queso cotija tanto en condiciones rusticas como en semi-industrializadas,

ademas de los recuentos de BMA como se indica en la Figura 5.
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Figura 6. Composicion microbiana durante el proceso de elaboracién del queso cotija. A)
Queso Artesanal Cotija, B) Queso semi-industrial. Los errores estandar en todos los valores
son menores al 5%.

7.3.3. Aislamiento e identificacion de BAL del queso cotija

En colaboracion con un trabajo previo de nuestro grupo de estudio se logro el aislamiento y
analisis preliminar de los microorganismos seleccionados. De esta forma, a partir de las
muestras de queso se analizaron 16 colonias de un total de 200 aislamientos (Barrera H.
2011). Estas bacterias fueron identificadas a traves de sus caracteristicas fenotipicas (Figura
6) y su secuencia 16S del ADNTr. Dichos aislamientos fueron clasificados mediante las

siglas BCOT y enumerados del 1 al 16.



Figura 6. Aislamiento de algunas BAL del proceso de elaboracion del queso Cotija. A:
Lactobacillus sp.; B: Pediococcus sp.; C: Lb. casei; D: Lactobacillus sp.

A partir del trabajo desarrollado por Barrera (2011) se puede mencionar que todos los
aislamientos mostraron actividad de catalasa excepto BCOT 7 y 13, estas mismas no
presentaron desarrollo a 10°C y a 45°C, asi como a las concentraciones dadas de NaCl (1.8
mM y 6.5 mM) a pH de 4.4. La suma de estas caracteristicas permitieron posicionar estas
cepas dentro del género Pediococcus. El crecimiento a 10 © C fue la caracteristica mas
frecuente, aunque algunos aislamientos (BCOT 9 — 14) también pueden desarrollarse a 45
°C. Cinco cepas (BCOT -3, -4, -9, -10 y -11) puede crecer a altas concentraciones salinas
(NaCl 6,5 mM) como se podria esperar debido a la alta salinidad que presenta el queso

cotija.

Barrera (2011) reporto la identidad preliminar de los aislados bacterianos los cuales
pertenecian al filo Firmecitas, por lo anterior en este estudio se realizé una comparacion
mas detallada de estas secuencias de 16S del Admr. en la base de datos con cepas del filo
Firmecitas el cual comprende alrededor de 20 géneros (Lactococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Aerococcus, Leuconostoc, Carnobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weisella) siendo el genero Lactobacillus el mas abundante (Bouzar et al.,
1997; Galvez et al., 2007). En la mayoria de los casos fue posible asignar especies a las
bacterias aisladas, sin embargo en algunos casos solo pudo asignarse el genero

Lactobacillus (Figura 7).
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Figura 7. Relaciones evolutivas de las muestras analizadas basandose en las secuencias
16S ADNIr. Para este estudio solo se emplearon secuencias relacionadas del filo Firmicutes.

7.3.4. Aislamiento e identificacion de levaduras del queso cotija

Como se menciono previamente, se trabajo con 11 colonias de levaduras de un total de 180

aicslamientos realizadas en nuestro artino de estiudio (Rarrera 2011) Fstas <e identificaron



las siglas FCOT. Las caracteristicas fenotipicas evaluadas fueron: plasma coagulado,
produccion de acido acético, desarrollo a 37°C, produccion de ureasa, tubo germinativo y
leche fluida. Asi mismo se determind para cada uno de los aislamientos su desarrollo a pH
de 8.0, a temperatura de 48°C vy la utilizacion de diferentes carbohidratos como fuente de

carbono (Figura 8).

Figura 8. Aislamiento de algunas Levaduras del proceso de elaboracion del queso Cotija.
A: Rhodotorula mucilaginosa; B: Kluyveromyces lactis; C: Pichia guilliermondi; D:
Galactomyces sp.

Barrera (2011) reporto la identificacidn preliminar por la regiéon ITS mediante PCR. En este
estudio se obtuvieron todas amplificaciones mediante las condiciones de reaccion
anteriormente citadas. Sin embargo, en algunos casos, algunas levaduras no fueron
responsivas para su amplificacion utilizando esta region y tuvieron que ser amplificadas
utilizando la region NL1 y NL4 del ADNr. A partir de las secuencias obtenidas se
elaboraron dos arboles de distancias génicas, uno para la region ITS y otro para la region
NL1 y NL4, donde las levaduras se agruparon por género y especie, obteniéndose 5 grupos
(Figura 9). Los grupos formados en el arbol filogenético fueron (de arriba hacia abajo):
Kluyveromyces lactis (FCOT -27) se aisl6 en la etapa de cuajada mas sal y (FCOT-36) en la
cuajada. Pichia guilliermondii (FCOT-22) al mes de maduracion, Rhodotorula
mucilaginosa (FCOT-20), en la etapa de cuajada mas sal, Galactomyces geotrichum
(FCOT-21 y -28, -37, -45) en las etapas de un mes de maduracion y cuajado

respectivamente. Kluyveromyces marxianus (FCOT-30) al mes de maduracion.
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Figura 9. Relaciones evolutivas de las muestras analizadas basandose en las secuencias
16S ADNr. (A) Region ITS1-5.85-ITS2, y (B) Region NL1-NL4 del ADNTr.



7.4. Elaboracién de un cultivo iniciador

7.4.1. Identificacion y capacidad acidificadora de las cepas

Para esta etapa del proyecto se consideraron solo aquellas bacterias identificadas como
acido lacticas por ser las de interés para crear cultivos iniciadoras. Todas las cepas
seleccionadas pudieron acidificar lentamente la leche a 37° C de manera parecida y se
destacaron como maés acidificadoras las cepas 2, 4,5, 6, 8, 9y 12 (Cuadro 14). La cepa -5
acidifico la leche mas rapido que las otras alcanzando un pH de 5,06. Para esta cepa se
observo coagulacion de la leche en ocho horas, presentando un coagulo liso, homogéneo y
con mucho suero. Contrariamente, las cepas 2, 4, 6, 8,9 y 12, presentaron un potencial de
acidificacion mas lento. Estas cepas presentaron coagulacion a las 24 h, y de igual manera
todas las cepas presentaron un coagulo liso, homogéneo y con poco suero, estos valores de

tiempo de coagulacién son parametros Utiles a nivel tecnoldgico.

Cuadro 14. Disminucion del pH de la leche debido a la accion de las BAL aisladas del queso cotija
BCOT Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h

1 6.67 6.51 6.41 6.36 6.13 5.90 5.57 5.43 5.28
2 6.66 6.51 6,40 6,29 6.09 5.91 564 551 5.18
3 6.65 6.53 6.48 6.47 6.40 6.30 5.97 5.72 5.76
4 6.63 6.53 6.39 6.31 6.11 5.87 5.62 5.45 5.38
5 6.62 6.50 6.43 6.42 6.38 6.36 6.32 5.19 5.06
6 6.63 6.52 6.34 6.20 5.95 5.75 5.93 5.45 5.30
7 6.63 6.53 6.50 6.48 6.45 6.39 6.18 5.87 5.69
8 6.61 6.50 6.35 6.25 6.02 5.78 5.51 5.38 5.20
9 6.62 6.53 6.46 6.42 6.13 6.16 5.80 5.58 5.40
10 6.62 6.52 6.41 6.33 6.13 584 551 5.37 5.20
11 6.62 6.53 6.41 6.31 5.96 5.92 5.64 547 5.37
12 6.61 6.49 6.35 6.22 6.10 5.73 5.50 5.35 5.15



14 6.54 6.54 6.39 6.22 6.18 5.82 5.58 5.42 5.30
15 6.62 6.52 6.49 6.36 6.19 5.92 5.99 5.42 5.45
16 6.54 6.54 6.40 6.37 5.93 5.99 5.79 5.68 5.45

7.4.2. Sensibilidad a antimicrobianos

De las 16 cepas aisladas se observo que todas las cepas mostraron resistencia a las
concentraciones probadas de kanamicina. En el ensayo de cloxacilina, solo 2, 4, 9 y 12
mostraron sensibilidad moderada a concentraciones de 50, 75 y 100 pg/ml (Cuadro 15).
Mientras que para la penicilina la cepa - 6 presentd la mayor sensibilidad a todas las

concentraciones (Cuadro 16).



Cuadro 15: Susceptibilidad de las cepas a diferentes concentraciones de cloxacilina

BCOT Cloxacilina
(Hg/ml)

5 25 50 75 100
1 SC SC SC SC SC
2 SC SC 1.5 mm SC 1.6 mm
3 SC SC 1.0 mm 1.4 mm 1.5 mm
4 SC SC 1.3 mm 1.0 mm 1.0 mm
5 SC SC SC SC SC
6 SC SC SC SC SC
7 1.7 mm 3.0 mm 2.8 mm 3.2mm 2.7 mm
8 SC SC SC SC SC
9 SC SC 1.0 mm 1.0 mm 1.5 mm
10 SC SC SC SC 1.0 mm
11 SC 1.4 mm 1.8 mm 1.6 mm 1.8 mm
12 SC SC 1.5 mm 1.6 mm 1.8 mm
13 SC 1.6 mm 1.2 mm 1.8 mm 1.9 mm
14 SC SC SC SC SC
15 2.1 mm 2.5 mm 2.6 mm 3.6 mm 3.6 mm
16 1.9 mm 2.0 mm 2.5 mm 3.4 mm 3.4 mm

SC: Sin Crecimiento



Cuadro 16. Susceptibilidad a la penicilina de las BAL aisladas del queso Cotija a diferentes
concentraciones.

BCOT Penicilina
Concentracion (ug/ml)

5 25 50 75 100
1 SC SC 1.2 mm 1.1 mm 1.5 mm
2 SC SC SC SC SC
3 SC SC SC SC SC
4 SC SC SC SC SC
5 SC SC SC SC SC
6 1.2 mm 2.0 mm 2.0 mm 2.5 mm 3.0 mm
7 SC SC SC SC SC
8 SC 1.8 mm 1.7 mm 2.3 mm 2.0 mm
9 SC SC SC SC SC
10 SC 1.8 mm 1.7 mm 2.3 mm 2.0 mm
11 SC SC SC SC SC
12 SC SC SD SC SC
13 1.0 mm SC 1.5 mm 1.5 mm 1.6 mm
14 SC 1.8 mm 1.5 mm 2.0 mm 2.8 mm
15 SC 1.5mm 1.4 mm 1.7 mm 1.4 mm
16 SC SC SC SC SC

SC: Sin Crecimiento

A pesar de que la cloxacilina es un derivado de la penicilina las cepas mostraron

sensibilidad alta a concentraciones de 100 pg/ml del farmaco.

7.4.3. Sensibilidad a productos de limpieza de uso industrial

Todas las cepas aisladas en este trabajo fueron tolerantes a las concentraciones de los



(Cuadro 17). Sin embargo, en muchos casos los tratamientos se realizan a concentraciones

mayores que las que aqui se emplearon.

Cuadro 17. Sensibilidad al cloro de las BAL aisladas del queso cotija

BCOT Cloro mg/L

3 6 9 12
1 1.4 mm 2.2 mm SC SC
2 SC 2.5 mm 1.5 mm SC
3 1.6 mm SC 1.0 mm 1.4 mm
4 SC 2.2 mm 1.3 mm 1.0 mm
5 1.6 mm 2.6 mm SC SC
6 1.8 mm SC 2.1 mm 2.1 mm
7 1.7 mm 3.0 mm 2.8 mm 3.2 mm
8 SC 2.1 mm SC SC
9 1.5 mm SC 1.0 mm 1.0 mm
10 SC SC SC 2.6 mm
11 1.8 mm SC 1.8 mm 1.6 mm
12 SC 1.9 mm 1.5 mm 1.6 mm
13 SC 2.7 mm 1.0 mm 1.0 mm
14 SC 2.8 mm SC SC
15 2.1 mm SC 2.6 mm 3.6 mm
16 1.9 mm SC 2.5 mm 3.4 mm

SC: Sin Crecimiento



Cuadro 18. Sensibilidad a las sales cuaternarias de amonio de las BAL aisladas del queso cotija
SC: Sin Crecimiento

BCOT Sales cuaternario de amonio
mg/I

3 6 9 12
1 SC SC SC SC
2 SC 1.5 mm 1.5 mm SC
3 SC 2.4 mm 1.0 mm 1.4 mm
4 1.4 mm SC 1.3 mm 1.0 mm
5 1.6 mm 1.5 mm SC SC
6 SC SC SC SC
7 1.7 mm 3.0 mm 2.8 mm 3.2 mm
8 SC 1.4 mm SC 1.5 mm
9 SC 2.5 mm 1.0 mm 1.0 mm
10 SC SC SC SC
11 SC 1.4 mm 1.8 mm 1.6 mm
12 1.4 mm SC 1.5 mm 1.6 mm
13 SC 2.5 mm 1.0 mm 1.0 mm
14 SC 1.5 mm 1.6 mm SC
15 2.1 mm 2.5 mm 2.6 mm 3.6 mm
16 1.9 mm 2.0 mm 2.5 mm 3.4 mm

7.4.4. Seleccidn de las cepas

Las cepas seleccionadas fueron aquellas que cumplieron con los siguientes requisitos:
buena capacidad acidificadora, resistencia a los antimicrobianos, y a los productos de

limpieza. Las cepas seleccionadas fueron BCOT 2, 4,5,6,8,9y 12,

Con las cepas seleccionadas se repitieron las pruebas de sensibilidad pero esta vez

determinando como los diferentes productos afectaban la capacidad acidificadora de las



menor inhibicién lograndose disminuir el pH de la leche de 6.13 a 5.20. Estos ensayos
inhibieron el crecimiento y por ende disminuyeron el potencial acidificador de la leche. El
efecto de los antimicrobianos se refleja mejor cuando se mide el crecimiento y el potencial
acidificador de los distintos microorganismos que cuando se emplea el método de disco, la
causa de esta diferencia podria ser que en el método del disco por difusion el
antimicrobiano a través del agar no es efectivo lo que causa una falsa apreciacion de la

inhibicion del crecimiento de las cepas.



Cuadro 19. Disminucién del pH de la leche debido a la accion de las BAL aisladas del queso cotija y en presencia de antimicrobiant

BCO Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h

! P K C P K C P K C P K C P K C P K C P K C

2 66 62 63 66 61 62 65 61 61 63 60 60 62 59 60 59 53 56 57 52 54 5
1 0 6 0 6 3 1 6 9 5 3 5 1 1 0 6 4 3 7 6 3 4

4 65 61 63 65 61 62 64 60 61 63 59 60 62 58 59 58 53 57 56 52 54 &
0 8 5 6 4 0 5 7 9 1 3 9 3 0 6 8 6 6 4 9 0 6

5 66 61 63 66 61 62 65 61 61 63 60 60 62 60 59 60 53 57 58 52 53 &
0 8 9 0 6 3 2 3 8 5 3 5 8 3 8 4 6 9 0 3 6 7

6 65 61 65 65 61 62 65 60 61 64 58 60 62 58 59 61 51 58 59 51 50 &
9 8 8 8 3 1 2 3 8 0 8 3 5 4 6 0 8 6 0 4 0 7

8 65 62 63 65 61 62 65 61 61 64 60 60 62 59 58 63 53 58 62 52 50 6
6 0 6 5 7 1 4 3 9 0 5 3 9 4 6 4 4 0 9 9 6 5

9 65 61 63 65 61 62 65 60 61 63 59 60 63 57 58 61 50 57 59 49 54 °C
6 9 9 5 3 3 0 6 5 8 5 5 6 9 9 4 7 0 3 7 5 7

12 65 61 64 65 61 62 65 60 61 63 65 60 62 58 56 59 51 54 56 52 50 5
8 8 2 7 5 0 0 6 5 0 8 4 1 1 6 6 6 5 0 2 6 2

P= Penicilina; K: Kanamicina; C: Clohexamina.



7.4.5. Compatibilidad entre las cepas y elaboracion de mezclas

Las cepas 2, 4, 5, 6, 8, ,9 y 12, fueron seleccionadas por estar entre las mejores
acidificadoras y que presentaron resistencia a los productos como cloro y sales
cuaternarias de amonio. Con ellas se prepararon pruebas de compatibilidad entre si.
Todas las cepas fueron compatibles y con ellas se formaron los cultivos iniciadores.
Para esto se establecieron 3 mezclas: Mezcla A (5, 9y 12), MezclaB (2,4,6y 8), y
Mezcla C (1, 3, 7, 10, 11, 13, 14, 15 y 16). Los recuentos bacterianos en estas mezclas
fueron menores de 10 UFC/mL, lo que refleja la eficiencia de la pasteurizacion que
produjo una leche de buena calidad microbiolégica. Cabe destacar que después de la
inoculacion de las mezclas (A, B y C) que fue de 10° UFC/mL los recuentos obtenidos
fueron de 10" UFC/mL.

7.4.6. Pruebas de preferencia de consumo queso cotija

Con las cepas aisladas y seleccionadas como iniciadoras se elaboraron quesos
experimentales tipo cotija como se describidé en la metodologia. Posteriormente los
quesos fueron sometidos a una evaluacion sensorial de acuerdo a Witting (1982). En
esta evaluacion y a manera de control se incluyeron dos quesos: uno elaborado con
leche cruda de un productor del municipio de Jiquilpan y sin adiccion de cepas (D) y
otro elaborado con un productor de la region de origen (E). Los resultados obtenidos de
la degustacion se presentan en el Cuadro 20, en el cual se observa que la mezcla Ay B
existen diferencias en cuanto a sus caracteristicas externas, asi mismo, en ambas
mezclas hay diferencias con respecto al sabor. El analisis estadistico que se empleo
para determinar las puntuaciones sensoriales fue un analisis de varianza con
comparacion de medias por el método de Tukey=0.05) con el paquete estaibtico

SAS versidn 9.0, teniendo los siguientes resultados.



Cuadro 20. Puntuaciones sensoriales de los quesos

Car. Car. Aspecto

Mezclas (BCOT-) externas de la pasta Aroma - Sabor general
Promedio

A(5,9y12) 2.44bc 4.39b 2.83a 5.55ba 2.55a
B(2,4,6y8) 2.71ba 4.34b 2.93a 5.32bc 2.68a
C(1,3,7,10,11,13,14,15y 16) 2.24c 4.02b 2.60b 4.93c 2.17b
D Queso: productor de Jiquilpan 2.39bc 4.09b 2.38b 4.95¢ 2.00b
E Queso: Productor de la region de origen 2.8900a 4.8100a 2.9200b 5.9000a 2.8600a

Letras iguales no son significativas estadisticamente (¢=0.05).



8. DISCUSION

8.1 Calidad sanitaria del proceso de elaboracion del queso cotija

La inocuidad de los alimentos se debe garantizar en cada uno de los eslabones de la
cadena alimenticia desde la granja hasta la mesa. La calidad de la leche cruda asi como
la de los otros derivados lacteos es la consecuencia de todas las actividades
desarrolladas durante su proceso de produccion, desde las granjas hasta la
transformacion en la industria lactea (WHO/FAOQ, 2008; Vilar et al., 2011). Por ello, es
importante establecer los limites microbianos que contribuyan a garantizar la calidad.
Tal es el caso del recuento de las BMA en los tanques de leche cruda, ya que su
concentracion resulta fundamental debido a que esto constituyen uno de los factores
mas importantes que influyen en el precio de la leche (Hayes et al., 2001). Asi mismo,
determinar el nivel de contaminacion durante la produccion de la leche refleja las

condiciones higiénicas de todo el proceso (ElImoslemanya et al., 2010).

En este estudio se evidencié un deficiente estado de calidad sanitaria en las
explotaciones lecheras antes de la aplicacion de las BPH. Comparativamente, en un
estudio realizado en explotaciones bovinas lecheras de Argentina, se determind una
carga bacteriana de BMA de 6.87X10° UFC/ml, valores que se atribuyeron
principalmente a problemas de mastitis, una rutina de ordefo inadecuada, el sellado y
secado de pezones (Revelli et al., 2011). Estos resultados concuerdan con la presente
investigacion ya que cuando se realizd el diagnostico actual, algunas de las
observaciones fueron falta de limpieza en el area de ordefio, asi como la omision del

presello y sellado de los cuartos de la ubre de la vaca.



8.1.2. Calidad sanitaria del proceso de extraccion de la leche después de la

aplicacion de las BPH

Después de haber iniciado la aplicacién del programa de mejoras higiénicas y
operativas en el proceso de obtencion de la leche, el 76.96% de las explotaciones
lecheras arrojaron cuentas de BMA inferiores a las obtenidas durante la primera etapa
(antes de la aplicacion de las BPH). La diferencia en la calidad sanitaria entre ambas
etapas es altamente significativa (P>0.05), asi mismo los datos obtenidos después de la
aplicacion de las BPH indican que la calidad sanitaria de las explotaciones lecheras se
encontrarian dentro de lo estipulado por la NOM-155-SCFI-2003 con solamente un
5.45% de las muestras fuera de los limites referenciados, lo cual corrobora lo sefialado
por Villoch (2010) en el sentido de que el cumplimiento de los indicadores de calidad
no se consiguen de forma espontanea. Estas exigencias solo se logran con una
planificacion de las actividades de las explotaciones lecheras y con el establecimiento
de BPH que contribuyen a disminuir las cargas bacterianas. La Subsecretaria de
Regulacion y Fomento Sanitario maneja como limite maximo de BMA para leche
cruda grado A 5 log;y UFC/ml. Este mismo valor es el utilizado por la FDA. El
76.96% de las muestras analizadas en este estudio se ubico dentro de este limite. Cabe
sefialar que este programa de BPH se ha implementado también en ganado caprino,
donde al inicio del trabajo se tuvo del 80-100% de los establecimientos productivos
fuera de los limites, y una vez implementado el programa la reduccion fue del 38-82%
(Morales et al., 2012). Cuando se aplican las BPH es recomendable dividirlas en
distintas etapas, con el objetivo de que una vez cumplidas las normas establecidas para
una fase se pudiera continuar con la otra. De esta forma, se facilitaria disminuir el
nimero de cambios y la inversion a aplicar en determinados periodos de tiempo
(When, 2010). La aplicacion de programas de BPH en explotaciones lecheras ha
contribuido satisfactoriamente a mejorar la calidad de la leche, tal es el caso de Revelli

et al., (2011) el cual después de haber implementado un programa de BPH en
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han catalogado como factores importantes en la regulacion del numero de bacterias
(Ruiz et al., 2012).

Utensilios, equipo y superficies

Las distintas fuentes de contaminacion de la leche al momento del ordefio y las
condiciones de tiempo y temperatura de almacenamiento, antes de llegar a la planta de
recepcion, definen el numero de bacterias/ml, las cuales se convierten en la poblacion
inicial (Taborda, 2011). Asi mismo, uno de los principales problemas que se tienen en
el proceso de extraccion de la leche de manera manual es la contaminacion, donde
quedan implicadas las cubetas, manos de los trabajadores y las ubres de las vacas, entre
otros factores (Bolafios, 2007). En un estudio realizado en el 2009, Meléndez y
colaboradores reportan que los principales factores que inciden en la calidad de la
leche son de tipo genético, higiénico y sanitario. De forma similar a este estudio, antes
de implementar un programa de BPH las principales fuentes de contaminacion fueron;

superficies, equipo y utensilios.

8.1.3. Calidad sanitaria del queso cotija

La disminucion del pH y la produccion de metabolitos son factores que limitan el
desarrollo de bacterias no deseables y la competencia del mismo sustrato durante la
maduracién (Boza, 2008). La maduracién del queso y su inocuidad es importante en el
desarrollo de sus caracteristicas organolépticas tipicas (Rodriguez, 2010). En un
estudio realizado en queso de Capa de Mompox en Colombia, se determind la
presencia de OCT con valores de 23 NMP/g y> 3 NMP/g (Granados et al., 2010).
Estos resultados son muy similares a los encontrados en esta investigacion. Por otra
parte, al evaluar la vida atil del queso asadero, se encontraron valores de OCT de 243

NMP/a valores stineriores a los detectados en la nresente investigacion Fe<te tino de



2011). De hecho, la afectacién en las caracteristicas organolépticas de sabor y rancidez
son atribuidas a las lipasas producidas por los microorganismos (Sinigaglia et al.,
2008). Tal es el caso de la presencia de Salmonella sp. (Ferreira y Campo, 2008), si la
produccion de acido es lenta, este microorganismo puede desarrollarse en las primeras
etapas del proceso de fabricacion, lo cual indica una baja higiene en la elaboracion del
queso. Los problemas por Salmonella en leche y quesos son de los més frecuentes en
paises desarrollados y subdesarrollados (Urquilla, 2005). En México, se registraron
1364 brotes infecciosos por este patégeno (INEGI, 2007), con predominancia de los
serotipos Salmonella enteriditis y Salmonella typhimurium (Gutiérrez, 2005). Durante
el 2005, se encontr6 que de 10,6991 muestras de productos lacteos y alimentos
preparados, el 27% estuvo fuera de la especificacion, 9% rebaso los limites de OCT, el
10% de OCF, el 1% de Escherichia coli y el 1% de Salmonella. Siendo los productos
lacteos los que presentaron un porcentaje mayor de contaminacién con 43%. En
estudios previos se ha mostrado que hasta el 2006 y analizado 36,607 muestras de
productos lacteos se obtuvo un 23% de productos fuera de la especificacion, el 8%
rebaso los limites de OCT y el 9% de OCF, el 1% de E.coli y el 1% de Salmonella
(Diaz, 2007; Zago et al., 2007).

Respecto a la presencia de Escherichia coli en las etapas de elaboracion del queso
todas las muestras resultaron negativas a este patdogeno, sin embargo la presencia de
Salmonella sp estuvo presente en las primeras etapas de elaboracion del queso. Sin
dudan alguna, la presencia de enterobacterias constituye un alto riesgo potencial para la

salud de los consumidores.

En el caso de S. aureus es muy probable que su presencia se deba a las malas practicas
de higiene en el proceso de ordefia y elaboracion del queso cotija. Un numero elevado
de S. aureus implica la produccion de toxinas ocasionando intoxicaciones alimentarias
(Nomanno et al., 2007; Little et al., 2008). Chuquimarca, (2009) comenta que la
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El queso cotija esta catalogado como alimento de baja humedad y en sus condiciones
de manipulacion y de conservacion existe un alto riesgo de la presencia de S. aureus
durante su comercializacion. Los productores del queso cotija exhiben su producto a
temperatura ambiente y sin refrigeracion, asi mismo en los mercados populares los
quesos son exhibidos en ambientes abiertos a una temperatura entre 25 a 30°C,
manteniéndolos en estas condiciones durante varias horas. Algunos trabajos refieren
que las malas practicas de manipulacion y las temperaturas inadecuadas a los que son
sometidos los productos durante su comercializacion contribuyen al aumento en la

poblacion de estos microorganismos (Ponce, 2009).

8.1.4. Caracterizacion fisicoquimica del queso cotija

El proceso de fabricacion del queso provoca algunas diferencias entre los productos
artesanales y semi-industriales. Los parametros fisicoquimicos entre ambos quesos
varian ligeramente con excepcion de los contenidos de proteina, la cual vario
considerablemente de 30 a 24% para el queso de cotija artesanal y semi-industrial,
respectivamente. Los valores altos de proteina encontrados en el queso cotija artesanal

probablemente sean consecuencia de su periodo extendido de maduracion (3 meses).

Inocente et al., en el 2002 reporta que un bajo contenido de humedad en la matriz del
queso conlleva a una limitada hidratacion de la proteina y menor libertad de
movimientos. Por el contrario, un queso con alto contenido de humedad resulta con
una estructura mas debil y firme. En otro estudio comparativo sobre la cobertura para
un queso madurado como el llanero se encontré un 25.03% de proteinas, estos
resultados son similares a los que se encontraron en la presente investigacion,
considerando que este queso tiene un tiempo de maduracion de 60 dias mientras que en
el queso semi-industrial el productor generalmente distribuye la comercializacion de

lo< aue<ons entre los 20 v 45 dias (Mendoza v Ovon 2002)



En el caso del queso chanco, que es un producto que se obtiene después de 6 semanas
de maduracion se reporta una porcentaje de proteinas de 24.05, estos resultados son
similares a los que se obtuvieron en los quesos cotija semi-industriales. Generalmente
se ha observado que la temperatura de maduracion y las proteinas de la leche
contribuyen a la firmeza del producto, en cambio la grasa de la leche proporciona
suavidad al queso, por lo tanto a mayor cantidad de grasa el queso es mas blando y
suave (Arteaga, 2004). Asi mismo, en otro trabajo realizado con el queso chanco, pero
adicionando suero de polvo, se obtuvo un porcentaje de proteinas del 25.00%,
observandose una disminucion de la humedad, lo cual posiblemente se debe a que las
proteinas tienen un papel dominante en la ligacion del agua, la caseina retiene
alrededor del 55% (m/m) y las proteinas solubles el 30% (m/m) del agua, pero al
desnaturalizarse y formar complejos con la caseina se incrementa la capacidad de ligar
al agua (Arteaga, 2004).

En la caracterizacion del queso EDAM se observé que de acuerdo al tiempo de
maduracién de 60 dias, las proteinas van disminuyendo levemente por efecto de
maduracién (Osorio et al., 2004). Segun Maldonado y Llanca (2008), en el estudio de
la calidad del queso mano comercializado en el municipio de Girardot, Venezuela,
estos deben presentar un porcentaje de proteinas del 22.17%, sin embargo es
importante considerar que este se trata de un queso fresco, por lo que los valores
obtenidos son inferiores al del queso cotija. Adicionalmente, en la caracterizacion del
queso chanco adicionado con suero lacteo en polvo, se reporta un 21.57% de proteina,
dicho resultado es atribuible a la incorporacion de proteinas séricas, las cuales
presentan un comportamiento similar a la grasa frente a la red caseinica, actuando solo

como un material inerte y de relleno en esta (Arteaga et al., 2009).

Cuando los quesos son sometidos a maduracion, sufren cambios como la perdida de

humedad, hidrolisis de las grasas, protedlisis y transformacion de la corteza, los cuales
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Otro rubro donde se presentaron diferencias entre ambos procesos de produccion es a
nivel de la actividad de agua (aw), la cual describe la proporcion de agua libre que
contiene el queso, por tanto el agua disponible para las reacciones enzimaticas propias
de maduracién, como también aquellas que provocan riesgos de deterioro del producto.
Los resultados de aw obtenidos en el presente trabajo son similares a los obtenidos por
otro autores como Cabezas et al., (2007) en el queso Manchego, en donde se produce
el mismo descenso para el mismo tiempo de maduracién. Similarmente, en el queso
Idiazabal, la aw descendio de 0.988+0.002 (1 de maduracién) a 0.932+0.004 (180 dias
de maduracién) y en queso Zamorano de 0.991+0.002 (1 de maduracién) a
0.913+0.018 (dia 240 de maduracion) (Etayo et al., 2006). Finalmente, para el queso
los Pedroches se produjo un descenso de 0.979 a 100 dias de maduracion (Sanjuan et
al., 2002).

Con respecto al pH que se obtuvo en los quesos estudiados, los resultados concuerdan
con los presentados por Cabezas et al., (2007) donde también se encontraron
diferencias de pH en dos tipos de quesos a diferentes tiempos de maduracion. En su
estudio sobre la maduracién del queso Manchego los valores de pH estuvieron entre
5.03 y 6.07. Otros reportes, muestran que los rangos de valores de pH observados en el
presente estudio son mas reducidos cuando se comparan los obtenidos por Etayo et al.,
(2006) quien observo que para queso ldiazabal y el queso Manchego no habia una
tendencia clara en la evolucién de este parametro a lo largo de la maduracion. Otro
estudio muestra que los valores de pH prensa en un queso Gauda obtenidos por Brito
(2010) son superiores a los reportados en este estudio, ya que el promedio que se

determino fue entre 5.6 y 5.9.

Por otro lado, la acidificacion durante el proceso de elaboracién del queso es el
resultado de la conversion de la lactosa en acido lactico (Guinne y Fox, 2004). La
acidez no solo tiene incidencia sobre el sabor del queso, sino que ademas influye en la

calidad del mismo. Distintos autores afirman que el contenido de humedad y pH, son



debido a estos parametros que se influye en las caracteristicas organolépticas del
producto final, tal como se ha demostrado en estudios en queso Cheddar, Feta, Fynbo,
entre otros (Lawlor et al., 2003; Sihufe et al., 2003; Guinne y Fox, 2004).

Respecto al porcentaje de grasa que se determino en los quesos analizados se encontrd
un 28.8% para el queso artesanal y 24.8% para el queso semi-industrial. Al respecto, se
ha encontrado en estudios realizados en queso Gauda semidescremado con variaciones
tecnoldgicas diferentes a esta investigacion, una disminucion del 25% en este
parametro (Navarrete, 2007; Flores, 2008). La materia grasa otorga importantes
propiedades organolépticas al queso, mediante el cual se puede observar la alta
influencia de este pardmetro, sobre atributos tales como la firmeza, adhesividad,
cohesividad vy elasticidad, lo que al final se resume en la calidad y aceptacion del
producto final (Guinne, 2004).

Respecto a la concentracion de sal el queso cotija presento un alto contenido de
Cloruro de sodio, comparativamente a los reportados por Olivera y Brito (2006), los
cuales reportan para el queso Gauda chileno un porcentaje de entre 1.2 y 1.8. Por otro
lado, en una estudio realizado en una empresa de la decima region con el fin de
caracterizar el queso Gauda se encontré un porcentaje de sal entre 1.06 y 1.39% de
NaCl a los 28 dias de maduracion, lo que deja claro el amplio rango que se puede
manejar de acuerdo a los requisitos del mercado (Bazaes, 2004). Otro estudio realizado
en el queso Cheddar, donde se analizo el comportamiento de este pardmetro en 3 tipos
de cultivos, incluyendo un cultivo DVS (directo a tina) mostro valores superiores al
4%, lo cual pueden traer consecuencias en la actividad del cultivo lactico con cierta
probabilidad de inhibirlo (Farkye, 2004; Agarwal, 2008). En el contenido de sal no
existe una normatividad que proporcione un rango en los quesos, viéndose muy
variado segun las caracteristicas del queso que se desee elaborar, sin embargo la FAO

(1986), indica que para quesos semiduros un contenido normal de sal en humedad
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8.2. Aislamiento e identificacion de BAL y levaduras del queso cotija

8.2.1. Composicion microbiana

Se encontré que la elevada presencia de BAL y levaduras en las etapas iniciales de
elaboracion del queso Cotija tradicional puede promover la disminucién de hongos y
BMA en este queso, hecho que ha sido reportado por varios autores como Alvarado et
al., (2007) que aislaron 94 cepas de de BAL, de las cuales 25 mostraron actividad
antimicrobiana debido principalmente a la disminucion del pH en alimentos
tradicionales mexicanos, por la produccién de acidos organicos principalmente contra
S. aureus y E.coli durante la fermentacion de estos, asi mismo se tienen reportes de la
produccion de compuestos antimicrobianos por la BAL (peréxido de hidrogeno,
bacteriocinas y exopolisacaridos) efectivos contra microorganismos Gram positivos y
Gram negativos (Oslon y Aryana, 2008; Lin et al., 2007., Rodriguez et al., 2003).
Estos microorganismos contaminantes en cambio fueron abundantes en el queso cotija

producido de forma industrial.

8.2.2. Aislamiento de BAL

A nivel de los aislados bacterianos fueron caracterizadas 16 cepas. Lb. brevis es un
lactobacilo mesoéfilo heterofermentativo, que utiliza exclusivamente hexosas y pentosas
como fuente de carbono (Beresford y Williams, 2004; Chuquimarca, 2009). En un
estudio realizado por Coppola et al., (2000) en el queso italiano Parmigiano Reggiano
se encontro que la poblacion bacteriana de este queso esta constituida principalmente
por bacterias acido lacticas, particularmente Lb. casei, a los cuatro meses de
maduracién de dicho queso, lo que concuerda con el presente estudio ya que este tipo

de cepa no fue aislada de la cuajada. En otro estudio reportada para el queso serbio
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Durante la maduracion de los quesos los productos del metabolismo de las BAL como
los que producen Lb. plantarum y Lb. casei (acidos organicos, CO,, alcohol y peréxido
de hidrogeno) intervienen en la aparicion de las caracteristicas organolépticas como el
sabor y el aroma de estos quesos (Tempel y Jakobsen, 1998). Perry (2004) sefiala que
las BAL son las primeras responsables, por la transformacion de la lactosa en acido
lactico, durante la produccién de los quesos, asi mismo la protedlisis esta involucrada
en la conversion de los aminoacidos en compuestos volatiles asi como los resultantes
del metabolismo de la lactosa que son los responsables de la maduracion de los quesos.
Sin embargo, algunos autores sefialan que los lactobacilos mesofilos
heterofermentativos obligados como Lb. brevis, producen sabores indeseables y gases
durante la maduracién de los quesos (Hassan y Frank, 2001; Bruno et al., 2009). El
hecho de también haber encontrado a Lb. casei en la cuajada del queso Cotija, se debe
a gque en dicha etapa se genera mas intensamente la actividad fermentativa (Fernandez
2000). Por otro lado, los lactobacilos mesofilos heterofermentativos han sido

detectados con menor frecuencia en quesos frescos (Beresford y Williams, 2004).

El género Pediococcus también encontrado en este estudio se encuentra dentro de la
familia  Streptococcaceae, y son cocos Gram positivos, microaerofilicos,
homofermentativos que utiliza la ruta de Embden-Meyerhoff. Este género se ha
reportado como la biota dominante en el queso Cheddar canadiense (Martin, 2008) y se
le ha involucrado en la mejora del sabor de este queso durante las primeras etapas de
maduracion. El género consiste de siete especies: P. pentosaceus, P. acidolactici, P.
damnosus, P.halophiles, P. parvulus,y P. urinaee-equi (Parra, 2010). Este autor
también encuentra la presencia de P. pentasaceus al mes de maduracion. Esta especie
contribuye mediante la oxidacion de la lactosa, y la produccion de péptidos y de
lactato, al desarrollo del sabor en los quesos (Thomas, 1986). En este estudio, el

microorganismo incluido en la rama méas separada del arbol filogenético esta
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8.2.3. Aislamiento de levaduras del queso cotija

Las levaduras del género Kluyveromyces, (K. lactis y K. marxianus), encontradas en
este estudio aisladas en la etapa de maduracion, se les reconoce por su habilidad de
fermentar la lactosa (Lima et al., 2009). K. marxianus ha sido aislada de fruta, queso,
yogurt (Maubis, 1989), y leche (Roostita, 1996). K. marxianus ha sido utilizado en el
procesamiento del lacto suero; fermentacidn de galactosa, sacarosa, rafinosa, y lactosa.
Esta levadura crece a temperaturas entre 20-30°C y pH 4,5-5, y con ella se obtienen
etanol, glicerol, enzimas y proteina unicelular (Padin y Diaz, 2009). Por su capacidad
de fermentar la lactosa y los productos que se obtienen a partir de esta, esté genero se
acumulan en la etapa de maduracion del queso. Estos datos coinciden con lo
encontrado por Kaminarides y Anifantakis (1989) en su estudio de la evolucion de la
microbiota del queso Kopanisti durante la maduracion. En este estudio se aislaron e
identificaron a K. lactis y K. marxianus, al inicio y al final de la maduracion. Por otro
lado, el recuperar ambos microorganismos en las etapas tempranas del proceso
produccion del queso (cuajada y cuajada-salado) tiene como explicacion que en estas

etapas se registra la mayor actividad metabdlica.

La microbiota es muy especifica en cada queseria, esto contribuye al bouquet
especifico del producto. Por otra parte, se ha documentado que en los quesos donde
predominan estas especies del género Rhodotorula, Debaryomyces y Yarrowia
podrian producirse sabores indeseables y la generacion de una textura desagradable en
la apariencia del producto (Orbera 2004). En el caso del queso Cotija se lograron
caracterizar levaduras de los géneros P. guilliermondii, G. geotrichum y R.
mucilaginosa. Especies del género Pichia se han aislado de la salmuera de aceitunas y
otros alimentos. Rhodotorula, es un aerobio estricto que forma peliculas en algunos

productos, pigmentos rosa a rojo y causa deterioro en algunos quesos, crema,



Por otra parte, Roostita y Fleet (1996) sostienen que las enzimas proteoliticas y
lipoliticas producidas por las levaduras contribuyen al desarrollo del sabor y olor
caracteristico del queso durante la maduracion. Sin embargo la proteodlisis y la lipolisis
de los componentes de la leche podrian tener un impacto negativo sobre su calidad,

como la promocion de sabor rancio y alteraciones en la textura del producto.

Las levaduras obtenidas en la presente investigacion han sido localizadas en otros
Importantes quesos. Tal es el caso del trabajo de Prillinger et al., (1997) en donde se
identificaron 76 aislamientos de levaduras, particularmente de las especies D. hansenii,
G.candidum, G. geotrichum, Issatchenkia orientalis, K. lactis, K. marxianus, S.
cerevisiae y Yarrowia lipolytica. Lopandic et al., (2006) aislaron de la cuajada del
queso fresco; D. hansenii, K. marxianus, Yarrowia lipolytica y G.candidum. Mayo y
Florez (2004) caracterizaron levaduras de las especies K. lactis y K. marxianus en el
queso espafiol con denominacion de origen Cabrales. Yalcin y Ucar (2009)
identificaron levaduras de los géneros Debaryomyces, Pichia (P. guilliermondii),
Torulaspora, Candida, Williopsis, Galactomyces, Kluyveromyces (K. marxianus) y

Yarrowia en quesos blancos turcos causando alteraciones en el producto final.

8.2.4. Utilizacion de las pruebas fenotipicas y genotipicas en la caracterizacion de
microorganismos

En esta investigacion se completaron las técnicas basadas en el fenotipo de los
aislamientos de bacterias y levaduras del queso cotija reportados por Barrera (2011),
ademas de la utilizacion de método moleculares de analisis con base en la secuencia
del ADNr 16S, para el caso de bacterias y de la secuencia de los genes ribosomales
ITS1-1ITS2 para la identificacion de levaduras, teniendo como resultado la
caracterizacion de la microbiota responsable de la maduracion del queso cotija, en la

mayoria de los casos hasta el nivel de especie. En general, en este estudio exisiteron



también han utilizado métodos fisioldgicos y moleculares para caracterizar la
microbiota lactica de un alimento de destete a base de sorgo fermentado (Kunene et al.,
2000), los resultados obtenidos indican el origen de las cepas predominantes mediante
el analisis de los resultados de AFLP encontrando que Lb. plantarum provenia del
polvo de sorgo usado como ingrediente y como las cepas de Lcoc. mesenteroides no
mostraban un origen comun, se sugirié entonces que provenian de las casas donde se
prepard el alimento. En el caso del queso Oaxaca, utiliznado el sistema Vitek ha sido
posible revelar la presencia de los géneros Streptococcus y Enterococcus, los cuales
han sido descritos entre los géneros mas frecuentes en quesos de pasta filata elaborados
con leche cruda (Piraino et al., 2005; De Angelis et al., 2006). Por otro lado, Larios,
(2007) utilizando el método de Ribotado confirmé la presencia de Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei subsp paracasei en el queso Oaxaca. En embutidos
fermentados se identificaron a nivel de especie aislados de bacterias acido lacticas, de
enterococos y de cocos gram-positivos catalasa-positivos (CGC+). Posteriormente se
realizo una tipificacion molecular de los mismos mediante RAPD vy analisis del perfil
plasmidico y se estudiaron las principales caracteristicas de interés higiénico-sanitario
y tecnoldgico de las cepas. Mediante PCR se identifico a la cepa Lactobacillus sakeli
como la especie predominante (74%), seguida por Lactobacillus curvatus (21,2%). La
actividad aminoacido-descarboxilasa se asocio a la especie L. curvatus (Martin, 2005).
Adicionalmente, se ha estudiado la maduracion del queso Zlatar empleando la
combinacion de metodos fenotipicos (API 50 CH) y moleculares (rep-PCR). En este
estudio fueron identificadas bacterias de los géneros: Lb. paracasei subsp. paracasei,
Lb. brevis, Lb. lactis subsp. lactis, Ent. faecium y Ent. faecalis (Terzic et al., 2007). La
técnica de RAPD manifestd la presencia de la diversidad microbiana tanto
intraespecifica como interespecifica en quesos artesanales elaborados con leche de
cabra (Martin-Platero, 2008). La presencia de bacterias acido lacticas en queso
Bukuljac ha sido analizado mediante el uso de un enfoque polifasico incluyendo

métodos microbiolégicos y moleculares como el rep-PCR con (GTG) 5’°, reportando



métodos como el DGGE vy el rep-PCR, la presencia de BAL mesofilicas, incluyendo a
Lactobacillus paracasei subsp paracasei, Lactobacillus lactis subspc lactis y
Enterococcus faecalis en el queso Bukuljac a partir de leche de cabra (Nikolic et al.,
2008). Franciosi et al, (2008), determinaron la presencia de Ent. faecalis, Lb. paracasei
ssp paracasei, Lb. plantarum, P. pentosaceus y S. thermophilus en la elaboracion del
queso Puzzone di moena mediante la identificacion genotipica por el método de
RAPD-PCR. Otro estudio donde se aislaron, identificaron y caracterizacion bacterias
acido lacticas empleando métodos fenotipicos y genotipicos durante la elaboracion de
un queso crema tropical es reportado por Ramos et al., (2009). En este se identificaron
cinco especies de Lb. fermentum y una especie de Lb. pentosus. Finalmente, en el
extendido del queso Tosela, se demostro el predominio de Lactobacillus paracasei y S.
masedonicus por medio de la técnica de DGGE considerandose que ambos
microorganismos son capaces de persistir durante el almacenamiento (Settani et al.,
2011).

8.3. Cultivos iniciadores

La capacidad acidificadora de las cepas en leche es la habilidad de producir acido
lactico a partir de la lactosa de la leche. Esta caracteristica es una de las principales
funciones de un cultivo iniciador, ya que participa en la coagulacién, en las
caracteristicas organolépticas y también en la inhibicion de microorganismos

indeseables (Brennan y Reginensi, 2001; Durlu-Ozkaya et al., 2001; Morais, 2004).

Las cepas de BAL pueden ser clasificadas en lentas 6 rapidas segun su capacidad de
crecer en leche a temperatura de fabricacion (21 -30°C) (Serna y Rodriguez, 2005). Las
cepas rapidas son capaces de coagular la leche en 24 horas y las cepas lentas en mas de
48 horas. Otro criterio empleado comercialmente indica que las cepas rapidas
disminuyen el pH de la leche fresca durante un lapso menor a 8 horas. En este estudio,

observando el patron de coagulacion de las muestras y los valores de acidez alcanzados



8.3.1. Capacidad acidificadora

Las cepas de BAL del genero Lactobacillus difirieron en su habilidad para reducir el
pH de la leche, pero de forma similar a las del género de Lactococcus todas

presentaron baja actividad acidificante.

A nivel artesanal o industrial se buscan cepas BAL rapidas acidificantes que puedan
ser candidatas para ser utilizadas en los procesos de fermentacion como
microorganismos integrantes de “starters” primarios, mientras que las cepas BAL
acidificantes lentas se pueden emplear como cultivos adjuntos dependientes de otras
propiedades proteoliticas y auto liticas. Los resultados obtenidos en el presente estudio
revelan que la actividad acidificante de las cepas de Lactobacillus fue mayor que las
otras cepas analizadas y concuerda con lo expuesto en trabajos previos (Ayad et al.,
2004; Morais, 2004; Haddadin, 2005). Ramos et al., (2009) realizaron el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de BAL del queso crema tropical y aislaron cepas del
genero Lactobacillus presentando el mismo comportamiento que las bacterias de este

estudio.

8.3.2. Sensibilidad a antimicrobianos

Al igual que en el presente trabajo; Bayer et al., (1978) en un estudio realizado con 40
cepas de Lactobacillus encontraron que todas las cepas eran sensibles a la penicilina
con una concentracion minima inhibitoria tan baja como 0.48 pg/ml. Charteris et al.
(1998) trabajando con 46 cepas de Lactobacillus de origen humano y de productos
lacteos y ensayando con 44 antibidticos, encontraron tal y como en el caso reportado

en el presente trabajo, que todas las cepas fueron resistentes a la Kanamicina (30
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evidencia conclusiva. En otros reportes sobre la susceptibilidad de las BAL a los
antibioticos se encontré que ante la penicilina y otros antibioticos que afectan la
sintesis de la pared bacteriana, la mayoria de los representantes de los géneros
Lactococcus y Lactobacillus analizados fueron sensibles a concentraciones entre 0.06 y

16 pg/ml.

Los tratamientos de limpieza con detergentes y combinaciones de acidos y cloro son
frecuentes para eliminar biopeliculas en la industria lactea, asi en Nueva Zelanda en un
ensayo a nivel de laboratorio que reproducia las condiciones de una planta de
productos lacteos se encontré que un tratamiento acido-alcalino (acido nitrico al 0.8%
y cloro 200 ppm) reduciria la poblacion bacteriana hasta en dos unidades logaritmicas
(Alvarado et al., 2007). En la industria de alimentos y por supuesto en la industria
lactea, sobre superficies y utensilios tienden a crearse biopeliculas los cuales son un
problema serio debido al potencial que representan como contaminantes en los
productos alimenticios, lo cual se puede evitar mejorando la calidad en la preparacion
de los alimentos y con ello evitar un riesgo a la salud del consumidor. Es por ello que
se emplean detergentes, desengrasantes, tratamientos acidos, tratamientos alcalinos,
productos a base de sales cuaternarios entre otros, a fin de poder obtener la mayor
limpieza posible y disminuir todos los riesgos que pudieran presentarse (Lappaiboon et
al., 2012, Morais, 2004; Haddadin, 2005; Gonzéalez, 2010). Sin embargo, muchas veces
quedan restos de estos compuestos que pueden afectar la viabilidad y el desempefio de

las cepas iniciadoras.

Los niveles de sensibilidad de las cepas empleadas como cultivos iniciadores dependen
mucho de cada cepa y la capacidad que presenten a resistir ciertas concentraciones de
antimicrobianos, lo cual estd relacionado con la presencia de plasmidos en los
microorganismos. La adquisicion de estos plasmidos depende de la presion a la que

haya sido sometido el microorganismo debido a la presencia de antimicrobianos en su
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consideran al menos 0.01 pg/ml, la kanamicina no debe estar presente en la leche
debido a las consecuencias que puede ocasionar a la salud del consumidor. Sin
embargo, en este estudio se decidié probar concentraciones superiores, ya que existen
reportes que sefialan que después de administrar en forma parenteral antimicrobianos al
ganado, el 0.3 % de la dosis suministrada puede ser detectada en la leche (Ramirez,
2005; Neira, 2006 y Rodriguez et al., 2007).

Las BAL requieren condiciones y medios especiales para crecer, por ello el uso de
medios convencionales como el de Miuller-Hinton para determinar la susceptibilidad
hacia los antimicrobianos puede no ser adecuada. Lo anterior es algo a considerar
cuando se hacen los ensayos de susceptibilidad con BAL y que podrian explicar
muchos resultados contradictorios (Klare et al., 2001). Siempre genera controversia el
escoger una cepa iniciadora entre otras por su resistencia a los antimicrobianos de uso
comun en ganaderia y en la industria lactea, cada vez se encuentran cepas de bacterias
acido lacticas que muestran resistencia a los antimicrobianos, y hay quien justifica este
tipo de estudio para evitar la seleccion de cepas resistentes en los cultivos iniciadores
(Florez y Delgado, 2005). Las concentraciones de antibioticos ensayadas en este
trabajo fueron muy altas con relacion a las concentraciones que normalmente se
consideran permisibles en leche (Mora y Garcia, 2007). Dada la variedad de
antimicrobianos y concentraciones que pueden ser suministrados al ganado y las
diversas formas en que esto puede hacerse es dificil determinar con precision las
cantidades residuales de estos compuestos en leche. Es importante mencionar que estas
cepas fueron resistentes incluso a 12ug/l del compuesto clorinado, una concentracion
de cloro en la cual se ha encontrado sensibilidad para cepas de Lactococcus y
Lactobacillus (Pefia, 2007; Mejia et al., 2007).

Cuando se compara la capacidad acidificadora de estas cepas de estudio con la
presentada por cepas comerciales Lacto-Labo se observa que el comportamiento es

similar, ademaés la acidez producida por los quesos elaborados en el laboratorio (5.06)
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8.3.3. Andlisis sensorial de los quesos elaborados

En el ambito mundial los mejores quesos se elaboran con leche cruda de alta calidad, lo
que explica entre otras cosas por la presencia en ella de una compleja biota que se
encuentra perfectamente adaptado a la leche y con su actividad fermentativa
proporcionan a esos quesos sus extraordinarias caracteristicas organolépticas (Alvarado
et al., 2007). Al parecer los microorganismos del género Lactobacillus son los
responsables en proporcionar las caracteristicas particulares de este queso en estudio.
Este trabajo es apenas un estudio preliminar y es necesario continuar ampliando el
analisis de estas y otras cepas de BAL presentes en el queso cotija con el fin de
caracterizar con mas precision, la biota responsable de proporcionar las caracteristicas
organolépticas de este importante queso artesanal, asi como continuar buscando nuevas
cepas con mayor capacidad acidificadora y mayor resistencia a antimicrobianos. En
este estudio se compararon las caracteristicas sensoriales de los quesos experimentales
producidos a partir de los cultivos inciadores encontrandose que a este nivel el queso
cotija experimental es equivalente al cotija artesanal. Sin embargo, los resultados
obtenidos deben tomarse con reserva ya que la metodologia aplicada en el presente
estudio solo se baso en dos repeticiones aplicadas a 14 productores, lo anterior fue
debido a la distancia que existe entre cada rancho de los productores, la disponibilidad
de los productores y a los problemas de inseguridad. Al respecto, es importante
mencionar que en estudios similares aplicados en el anélisis sensorial de quesos, el
numero de repeticiones ha sido de 20 panelistas en donde se evalu6 la produccion de
quesos de pasta prensada a partir de un cultivo iniciador preparando las siguiente
mezclas: mezcla 1: Lactobacillus lactis subsp lactis en una proporcion del 10% vy
Lactococcus lactis subsp cremoris en un 90%. Otro mezcla fue con cepas de
referencias Lactobacillus lactis subsp lactis ATCC 19435 y Lactococcus lactis subsp

cremoris ATCC 19257 la nronorcion entre ellas fue del 10 v 90% respectivamente.



Lopez, 2000). Hernandez y Oporta (2006) trabajaron con 17 panelistas para la
evaluacidn de un queso crema determinando variables como olor, color, sabor textura a
apartir de un cultivo lactico CHN-1, los autores concluyen que la incorporacién del
cultivo iniciador tuvo un efecto en la lelaboracion del queso demostrandose que el
producto final tiene caracterisiticas organolpeticas similares al queso que fue
elaborardo sin la adicion del cultivo iniciador. Adicionalmente, un panel de 10 jueces
evaluaron las caracterisiticas sensoriales del queso Manchego el cual fue elaborado a
partir de 3 lotes diferentes, el lote 1: fue preparado con Lactobacillus lactis subsp lactis
(80%) + Leuconostoc mesenteroides (20%), el lote 2: Lactobacillus lactis subsp lactis
(80%) + Leuconostoc mesenteroides (10%) + Lactobacillus plantarum y el lote 3: con
un cultivo starter el cual estaba compuesto de Lactobacillus lactis y Streptococcus
thermophilus, observandose que el olor, la calidad del olor y la impresion global fueron
mayores para los quesos del lote 1, seqguido de los del lote 2, ambos elaborados con
cultivos iniciadores definidos, obteniéndose que los quesos del lote 3 fueron los que
recibieron las puntuaciones mas bajas. Asi mismo, Rodriguez et al.,(2007) con un
panel de 10 personas evaluo sensorialmente la preparacion del queso andino a partir de
un cultivo iniciador de Enterococcus aislados a partir del mismo, teniendo como
resultado que el grupo de degustadores tuvieron un porcentaje alto de aceptabilidad con
los quesos elaborados en el laboratorio, comparativamente al queso elaborado
artesanalmente. Adicionalmente, con el mismo queso andino pero ahumado se trabajo
con un panel de 5 personas expertas y familiarizadas con el ahumado andino con dos
repeticiones a partir de un cultivo iniciador con bacterias acido lacticas, considerando
atributos como: caracteristicas de la pasta, textura, aroma, sabor y aceptabilidad. En
general, estos autores concluyen que los quesos alborados son equivalentes al artesanal
en cuanto a sabor, aroma y aceptabilidad. En el queso Puzzone di moena se trabajo
con 6 panelistas donde se evaluo la adicion de un cultivo iniciador observandose que el
genero de Lactobacillus proporciona particularmente el olor y el sabor de esté queso

(Franciosi et al., 2008). Por otro lado, en el desarrollo de un queso madurado en Costa

PDiAan ~A ~rvraliiA A1 o ananmmtalrIiliAAA AA maadiiramiZAnm Adis 7D mAvrecem~inacs Antacttidvars A Aracs AlA ActdA



aceptabilidad del sabor y la textura para los quesos sometidos a diferentes tiempos de
maduracién (Boza et al., 2010). Finalmente, nuestros resultados indican que estos
microorganismos tienen un gran potencial para su uso a escala industrial con la leche

pasteurizada.



9. CONCLUSIONES

1. El diagnéstico microbioldgico realizado en cada una de las explotaciones lecheras
de estudio mostré que estas no cumplian con las especificaciones de la NOM-120-
SSA1-1994, principalmente en la etapa | (antes de la aplicacion de las BPH). Asi
mismo, se detectaron puntos criticos que pueden representar un riesgo para la
salud del consumidor.

2. Se detectd la presencia de Salmonella sp. y Escherichia coli en los quesos
muestreados, asi como recuentos bacterianos elevados de Staphylococcus aureus,
lo que indica que estos se encuentran contaminados por una deficiente
manipulacion durante el proceso de elaboracion.

3. La implementacion del programa de BPH durante el proceso de elaboracion del
queso cotija resultd en una limpieza mayor de las areas de trabajo y en las manos
de los trabajadores, lo cual contribuyé a mejorar las condiciones sanitarias, asi
como, la disminucion de grupos indicadores BMA, OCT y OCF.

4. El andlisis de la microbiota benéfica del queso cotija mostrd que esta constituida
principalmente por bacterias de los géneros Lactobacillus y Pediococcus, y por
levaduras de los géneros Kluyveromices, Galactomyces, Rhodotorula y Pichia.

5. A partir del queso cotija artesanal fue posible obtener cepas de BAL apropiadas
para su utilizacion como cultivos iniciadores. De las 16 cepas, la BCOT-12, fue la
de mayor poder y velocidad de acidificacion, lo que contribuyé a mejorar las
caracteristicas organolépticas del queso elaborado con leche pasteurizada.

6. Los quesos tipo cotija experimentales elaborados con cultivos iniciadores aislados
a partir del queso cotija artesanal, tuvieron buena aceptacion para el grupo de
degustadores aunque estos resultados deben tomarse con reserva debido al bajo
numero de muestras y repeticiones empleadas. Estos resultados sugieren que bajo
adecuadas condiciones de higiene y utilizando estos cultivos iniciadores se puede
elaborar un queso tipo cotija con caracteristicas organolépticas aceptables y similar

a las del queso cotija artesanal genuino.



10. PERSPECTIVAS

1. Se sugiere caracterizar la microbiota presente en el desuerado ya que este sub-
producto se desecha y finalmente representa una fuente de contaminacion al

ambiente.

2. Se sugiere caracterizar la produccion de bacteoricinas o0 metabolitos tdxicos

durante el proceso de elaboracion del queso cotija.

3. Se sugiere ampliar los experimentos sensoriales en los quesos experimentales para
abarcar no solo a productores, si no también estudios de preferencia de consumo
con el publico en general, asi también como incrementar las repeticiones y el

tamafio de muestra en dichas pruebas.

4. Se sugiere continuar con la implementacion por parte de los productores de las
BPH para ajustarse a la NMNX-F-735-COFOCALEC-2011 y de esta forma se
pueda contribuir a una denominacién de origen, lo cual permitird que esta regién

proteja su producto y tenga un mejor costo en el mercado.
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ANEXO |

Cuestionario a productores de queso Cotija

ENCUESTA A PRODUCTORES QUESO COTIJA ARTESANAL MADURADO

Nombre del productor:
Domicilio:
Localidad y Municipio:

w

10.

11.

Fecha:

PERSONAL

Numero de personas que participan en los procesos de produccién y obtencion de
leche, y de fabricacién del queso Cotija artesanal madurado:

éRecibe atencién médica? éDe qué tipo?

éConoce su estado de salud actual?

¢El personal conoce y aplica las buenas practicas de higiene?
¢Cuales?

INSTALACIONES
¢Su unidad de produccién cuenta con las siguientes areas de forma independiente?

= Corral de manejo: -

= Lugar de ordefio: -

=  Cuarto para la elaboracién del queso:

= Cuarto para la elaboracién del queso:

=  Servicios sanitarios para el personal:

¢Dichos lugares, con excepcion del corral de manejo, se encuentran protegidos de la
intemperie y cuenta con piso estabilizado (no de tierra)?

¢Cuenta con servicio de electricidad? -
¢Cuenta con agua potable y en cantidad suficiente?
¢Cual es la fuente?

¢Almacena agua potable? Forma:

¢Las diferentes areas del establo y lugares de fabricacion y maduracion del queso se
mantienen limpias y ordenadas?
¢Cuenta con control de plagas o fauna nociva?
¢Como?

GANADO



13.
14.

20.
21.

22.

23.

24,

25.
26.

27.

28.
29.

Raza del ganado:
¢Estan identificados los animales?
¢De qué manera?

. éCuenta con un programa de vacunacion y desparasitacion?
. éSu ganado ha tenido problemas reproductivos?

Poca fertilidad  b) Exudado vaginal prolongado c) Aborto d) Orquitis e)
Ninguno

. ¢Su ganado ha tenido problemas respiratorios?

Tos seca por mucho tiempo  b) Pérdida de peso (muy flacas) c) Ninguno}

. ¢Participa en el control oficial para el control de brucella y tuberculosis?

. ¢Cudndo se realizo el ultimo estudio para el control de brucella y tuberculosis?

a) Hace 5 afios b) Hace 3 afios c) Hace 2 afios d) Hace un afio e) Nunca

¢Cuenta con certificado de hato libre de brucella y tuberculosis?
¢El ganado tiene problemas de mastitis? éCon que frecuencia?
¢Cémo lo controla?.

éSepara la leche de los animales tratados con medicamentos respetando los tiempos
establecidos por el fabricante y/o indicados en la etiqueta del medicamento?
éDe qué forma monitorea que la leche se encuentra libre de antimicrobianos?

¢Cuenta con la asistencia de un médico veterinario, publico o privado?

EQUIPO

¢Cuenta con equipo de ordefio mecanico?

¢Cuenta con servicio de mantenimiento de equipo de ordefio?

¢Queé tipo de sustancias utiliza para la desinfeccidn de equipo, superficies y

utensilios?

¢Con que frecuencia desinfecta las superficies, equipo y utensilios?
éLos materiales y utensilios usados para obtener la leche y elaborar el queso son de

. s
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V.

30.
31.

32.
33.

34.
35.
36.
37.
38.

PROCESO

Tipo de ordefio:
¢Limpia y seca los pezones antes del ordefio?
éComo?

¢Realiza el presello y sellado de los cuartos de los animales?
éTiempo transcurrido entre la obtencidn de leche y el inicio de elaboracidn del
gueso?

Tipo de sal usada en la elaboracién del queso:
Tipo de cuajo que emplea para la elaboracién del queso:

¢Lleva algun control en el proceso? éCudl?

Tiempo de maduracién del queso:
¢ldentifica su producto? éComo?




Anexo I1. Productos obtenidos
De la presente tesis doctoral se obtuvieron los siguientes productos:

¢ Revista con arbitraje no JCR:

Aplicacion de Buenas Practicas de Higiene para la leche cruda entera con la que
se elabora el queso Cotija. Revista: Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Volumen
27, Numero 2, Afio: 2010

e Revista indexada JCR:

Characterization of Microbial Traits Involved with the Elaboration of the Cotija
Cheese. Food Sci. Biotechnology 4:997-1003. 2011.

e Convenios:

Acreditacion de las pruebas correspondientes a la NMX-F-735-COFOCALEC-2009.
Afio: 2010.

Determinacion de la inocuidad microbiana del queso cotija artesanal madurado que se
produce en la zona geografica de origen. Afo: 2011.

e Articulos en proceso:
Elaboracion de un cultivo iniciador a partir de cepas aisladas del queso cotija.

Residualidad de antimicrobianos en leche cruda.
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