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RESUMEN

La produccion de queso en el pais es una actividad importante dentro de la
industria alimenticia, y es la produccion de quesos artesanales la que representa
una ventaja para los pequefios productores de leche, al ser proveedores de la
materia prima o realizar actividades como lecheros y queseros. En todo el territorio
nacional se producen quesos artesanales de los que se han identificado mas de
40 variedades contemplando quesos frescos y madurados, entre ellos el asadero,
crema, Oaxaca, Chihuahua, Cincho, Panela y Cotija. Para la produccion de éstos
guesos se hace uso de leche cruda de vaca que le provee caracteristicas
organolépticas asociadas a la flora natural de la leche, ademas el territorio, saber-
hacer, la tradicion, e historia son rasgos esenciales que les otorgan su reconocida
tipicidad, apreciada por gran parte de la poblacion que busca productos de
calidad con evocacién de lo tradicional y genuino. Sin embargo la normatividad los
considera como factor de riesgo en la salud, argumentando que tienen pobre
calidad bacteriologica, por lo que se exige que todo queso sea elaborado con
leche pasteurizada, sin embargo hay procesos naturales en los productos lacteos
qgue pueden producir un producto inocuo, y en muchos quesos maduros, de pasta
hilada o acidificados, esos procesos estan presentes. El estudio de esos procesos
es muy incipiente en nuestro pais, pese a la innegable importancia social, nutritiva,
econdémica y cultural de los quesos tradicionales mexicanos. Esta investigacion
tiene por objetivo caracterizar la flora microbiana autdctona de tres quesos
tradicionales: Cincho, Chihuahua y Oaxaca, se consideré el efecto de la
maduracién, pasteurizacion y acidificacion en las poblaciones microbianas de los
guesos analizados. Los resultados muestran que la microflora de los quesos esta
compuesta por grupos no deseados como coliformes totales, levaduras vy
Staphylococcus, sin embargo se detectd la presencia de bacterias lacticas, flora
microbiana no patdégena, reconocida por la FDA como segura debido a sus
multiples propiedades benéficas para la salud. El proceso de maduracion y
pasteurizacion disminuyeron la carga microbiana, no obstante no tuvieron un
efecto significativo en la inocuidad de los quesos. En ese contexto se sugiere la
implementacion de programas para evaluar todas las acciones involucradas en la
elaboracion de queso, con miras a obtener un producto saludable.

Palabras clave: Quesos tradicionales mexicanos, microflora, leche cruda,
caracterizacion.

Gabriela Castro Castillo
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SUMARY

Cheese production in the country is an important activity within the food industry,
and is the production of cheeses which is an advantage for small milk producers,
being suppliers of raw materials or activities such as dairy and cheese-making.
Across the country produced artisan cheeses which have identified more than 40
varieties looking fresh and ripened cheeses, including the steakhouse, cream,
Oaxaca, Chihuahua, Cincho, Cotija and Panela. For the production of these
cheeses are made using raw cow's milk that provides organoleptic characteristics
associated with the natural flora of the milk, and the territory, know-how, tradition,
and history are essential features that give them their recognized typicality,
appreciated by most of the population seeking quality products with evocation of
traditional and genuine. However, the regulations are considered as a risk factor
for health, arguing that they have poor bacteriological quality, so it is required that
all cheese is made with pasteurized milk, however there are natural processes in
dairy products can produce a safe product, and in many aged cheeses, pasta spun
or acidified, these processes are present. The study of these processes is very
new in our country, despite the undeniable social, nutritional, economic, cultural
and traditional Mexican cheeses. This research aims to characterize the
indigenous microbial flora three traditional cheeses: Cincho, Chihuahua and
Oaxaca, we considered the effect of ripening, pasteurization and acidification on
the microbial populations of the cheeses analyzed. The results show that the
microflora of the cheese is made by unwanted groups as total coliforms, yeasts
and Staphylococcus yet detected the presence of lactic acid bacteria,
nonpathogenic microbial flora, recognized by the FDA as safe because of its many
beneficial properties health. The pasteurization process of maturation and
decreased the microbial load, however did not have a significant effect on the
safety of cheeses. In this context it suggests the implementation of programs to
evaluate all the actions involved in the manufacture of cheese, in order to obtain a

healthy product.

Keywords: traditional Mexican Cheese, microflora, raw milk, characterization.

Gabriela Castro Castillo
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1. INTRODUCCION

El queso se ha convertido en un alimento béasico en la dieta desde hace
muchisimo tiempo, actualmente la poblacidn presenta un gusto preferencial por los
guesos artesanales, productos altamente reconocidos entre los derivados lacteos

por su esmerada elaboracién (Chambers et al. 2007).

La produccion de quesos en México es una de las actividades mas importantes en
el ramo de alimentos, la cadena leche-queso ocups6 en el 2007 el tercer lugar
dentro de la industria alimenticia (SIAP, 2008). Y los quesos artesanales
mexicanos, poseen gran importancia en diversos aspectos beneficiando la
economia familiar de los sistemas de produccion en pequefa escala, y el aspecto
cultural al formar parte de la gran tradicion gastrondmica, contribuyendo a la
identidad de los habitantes del lugar donde se elaboran y del pais en general
(Alvarez et al. 2007). Es asi que México posee una gran riqueza quesera artesanal
debido a las mas de 40 variedades de quesos existentes (Villegas, 2003), pero

esa riqueza esta inexplorada.

A largo y ancho del territorio nacional existen miles de establecimientos con
sistemas de produccion familiar que elaboran quesos, crema y mantequilla; de
fabricacion artesanal, caracterizados por la utilizacién de leche sin pasteurizar y
usando procedimientos rusticos con conocimientos ancestrales transmitidos
oralmente de generacion en generacion, (Reimer et al. 2005; Topisirovic et al.
2006); muchos de esos quesos gozan de cierta tradicién y prestigio como el queso
Fresco, Oaxaca, Chihuahua, Crema, Panela, etc., algunos son conocidos solo

localmente y otros mas se encuentran en peligro de extincion.

Una gran mayoria de los quesos que se elaboran en México son frescos o de
corta maduracion y enfrentan algunos aspectos negativos: son altamente
perecederos, con una vida corta de anaquel y se les atribuye una baja calidad
microbiolégica por ser elaborados con leche cruda, considerandolos como un
producto de riesgo al consumidor por la transmisién de enfermedades y riesgos de

intoxicaciones alimentarias (Rodriguez et al. 2009), por tal razon las Normas

Gabriela Castro Castillo
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Oficiales Mexicanas exigen el uso de leche pasteurizada para la elaboracion de
todo tipo de queso, asegurando de ésta forma la inocuidad y limpieza del producto
al eliminar por completo los microorganismos patdégenos presentes en la leche y
por ende los riesgos de transmision de enfermedades causadas por la
contaminacion (Little et al. 2008). Sin embargo es importante considerar otros
elementos involucrados en la calidad del producto final, como los ingredientes
utilizados, buenas practicas de higiene, las reacciones quimicas y bioquimicas
desarrolladas en la maduracion, flora microbiana involucrada, acidez vy
caracteristicas especiales del proceso de elaboracion. Un adecuado manejo de
esos elementos, permite obtener un queso artesanal inocuo, elaborado con leche
cruda, sin afectar las caracteristicas organolépticas intrinsecas (olor, sabor, color,

textura), que dan origen a la especificidad de cada queso.

En paises como Francia, Espafia, Italia, Grecia, Suiza y Turquia, donde los
mejores quesos se elaboran con leche cruda de alta calidad, diversos estudios
demuestran la presencia de una compleja flora nativa de microorganismos, que
con su actividad metabdlica proporcionan caracteristicas extraordinarias a los
quesos otorgandoles su reconocida tipicidad (Cogan et al. 1997). Entre esos
microorganismos se encuentran las bacterias acido lacticas (BAL), levaduras, flora
no patégena, que tienen propiedades tecnoldgicas y funcionales valiosamente
reconocidas por la FDA (Food and Drug Administration), como son la actividad
biopreservante, antimicrobiana y los efectos benéficos en la salud del humano

(Molenaar and Van Hylckama, 2010).

A nivel nacional, se tiene conocimiento de algunas investigaciones de caracter
técnico y algunos aspectos de calidad sobre este tipo de quesos, sin embargo, es
necesario realizar estudios que abunden sobre la funcion de los microorganismos
en la inocuidad de los productos lacteos, es imprescindible conocer y rescatar las
caracteristicas y ventajas de los quesos artesanales mexicanos, mediante la

caracterizacion fisicoquimica, microbiolégica y sensorial.

Gabriela Castro Castillo
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En ese contexto, a fin de identificar las poblaciones microbianas que integran los
quesos artesanales, se realizd la caracterizacion de la microflora nativa presente
en tres quesos tradicionales mexicanos: el queso de Cincho, Chihuahua y
Oaxaca, quesos de gran importancia y consumo en el pais. El presente trabajo
forma parte del sub-proyecto: “Programa de desarrollo en la integracion y
agregacion de valor en los eslabones de la cadena productiva caso quesos
mexicanos genuinos”. Financiado por SAGARPA-CONACYyT, Clave 1928/2011C.

Gabriela Castro Castillo
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Los quesos tradicionales

Dianda (2002) refiere que los quesos constituyen una forma ancestral de
conservacion de las proteinas y de la materia grasa, asi como de una parte de
calcio y fésforo cuyas cualidades nutritivas y organolépticas son apreciadas por el
humano en casi todas las regiones del mundo.

La elaboracion de lacteos es una actividad importante dentro de la industria
alimentaria comprendiendo la produccion tradicional de quesos (Espinoza et al.
2002), ademas se considera como una estrategia ante la globalizacion (Villegas,
2003). En ese mismo sentido, Serani (2001) establece que la produccion
tradicional de queso tiene un potencial econdmico a nivel nacional, sobre todo
para los Sistemas de Produccién de Leche en Pequefia Escala (SPLPE)
(Cervantes et al. 2001). Este tipo de productores subsisten con recursos precarios
y en un dificil entorno econémico, no obstante destaca su participacion en las
cadenas agroalimentarias, como proveedores de la materia prima o transformar
ellos mismos la leche producida (Cervantes et al. 2007).Es asi que el estudio y
caracterizacion de los quesos tradicionales propios de cada regién es fundamental
para impulsar su conocimiento, consumo y competitividad en mercados locales, a
nivel nacional e incluso internacional.

La produccion de quesos tradicionales mexicanos se mantiene en pequefas y
medianas empresas, localizadas en las zonas rurales. A pesar de la importancia
de la industria quesera, una problematica que enfrentan, es el rechazo y falta de
competitividad por el desconocimiento de la ventaja de esos productos, de sus
componentes  fisicoquimicos y  microbiologicos  (Rodriguez,  2004).
Desafortunadamente, una gran parte de la poblacion y de las autoridades, asocian
equivocadamente lo rustico, lo rural y lo tradicional; con lo sucio, no inocuo,
atrasado, etc. Pero por otro lado los quesos frescos son altamente perecederos,
no cuentan con una estandarizacion y hay falta de conocimiento de las buenas
practicas de higiene y manufactura en la produccion. Ante las nuevas
reglamentaciones estan en peligro de pérdida con ello parte del patrimonio

cultural y gastronémico del pais (Cervantes et al. 2008).
Gabriela Castro Castillo
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La postura antes expuesta difiere mucho de paises con arraigo quesero, asi lo
demuestran diversos estudios de quesos tradicionales a nivel mundial, como la
caracterizacion fisicoquimica de quesos frescos elaborados con leche cruda de
cabra, en la Isla de Tenerife, Espafia; (Peldez et al. 2003), la caracterizaciéon
quimica y microbiolégica del queso Fiore Sardo en Italia (Pisano et al. 2006),
Aunque existen algunos ejemplos a nivel nacional, como la tipificacion
fisicoquimica, morfologica y sensorial de los quesos genuinos mexicanos
elaborados (Villegas, 2003), o el caso del queso Cotija en el estado de Jalisco
Chombo (1998); y si bien estos trabajos han dado un realce a los quesos
tradicionales mexicanos para hacerlos competitivos, se necesitan muchos trabajos

mas, y un aspecto fundamental a considerar el tipo de queso a estudiar.

2.2. El queso y su clasificacion.

De acuerdo a la NOM-243-SSA1-2010 las definiciones utilizadas para este

producto son:

a) Queso es el producto elaborado de la cuajada de leche estandarizada y
pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de
crema, obtenida de la coagulacién de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos,
enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento
ulterior, por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicion de
fermentos de maduracién, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes
comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos
pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado.

b) Quesos frescos son aquellos que ademas de cumplir con la descripcion
general de queso se caracterizan por su alto contenido de humedad, y por no
tener corteza o tener corteza muy fina, pudiendo o no adicionarles aditivos e
ingredientes opcionales.

c) Quesos madurados aquellos que ademas de cumplir con la descripcion
general de queso, se caracterizan por ser de pasta dura, semidura o blanda y

pueden tener o no corteza; sometidos a un proceso de maduracién mediante
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d)

adicion de microorganismos, bajo condiciones controladas de tiempo,
temperatura y humedad, para provocar en ellos cambios bioquimicos vy fisicos
caracteristicos del producto del que se trate, lo que le permite prolongar su vida
de anaquel, los cuales pueden o no requerir condiciones de refrigeracion.
Quesos procesados aquellos que ademés de cumplir con la descripcién
general de queso se caracterizan por ser elaborados con mezclas de quesos,
fusion y emulsion con sales fundentes, aditivos para alimentos permitidos e
ingredientes opcionales, sometidos a proceso térmico de 70°C durante 30
segundos o0 someterse a cualquier otra combinacion equivalente o mayor de
tiempo y temperatura, lo que le permite prolongar su vida de anaquel.

Quesos de suero productos obtenidos a partir del suero de leche entera,
semidescremada, o descremada pasteurizada de vaca, cabra u oveja, el cual
es coagulado por calentamiento en medio &cido para favorecer la obtencion de
la cuajada, la que es salada, drenada, moldeada, empacada y etiquetada y

posteriormente refrigerada para su conservacion.

Es dificil clasificar los quesos de una forma clara, ya que, ademas de existir una

gran variedad, muchos de ellos estan en las fronteras o limites de las clases que

se establezcan. Son varios los criterios que se pueden seguir para su clasificacion
(Scott, 1991; Madrid 1999, Lépez, 2004):

® Laleche con la que han sido elaborados, ya sea de vaca, oveja, mezclas de

las anteriores y de otros productos lacteos (leche descremada, suero).

® El método de coagulacién de la leche que se haya empleado: por accién
enzimatica del cuajo o de cuajos microbianos, coagulacién por acidificacion,
coagulacién mixta (cuajo y acido) y coagulacion con extractos vegetales.

® El contenido de humedad del queso: frescos (60-80%), blandos (55-57%),
semiduros (42-55%) y duros (20-40%).

® El contenido de grasa del queso: doble graso (minimo 60%), extragraso
(minimo 45%), graso (minimo 40%), semigraso (minimo 20%) y magro
(<20%).
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®  Segun su textura: con ojos 0 agujeros redondeados, de textura granular o

de textura cerrada.

® Tipo de microorganismos empleados en su elaboracién: quesos veteados,
de pasta azul como el Roquefort, por el uso de mohos como Cammembert
y Brie; quesos con desarrollo bacteriano en la corteza como Saint-Paulin y
los quesos madurados por la adicidn de cultivos bacterianos lacticos.

Los quesos se pueden clasificar por ciertas caracteristicas distintivas, como se
menciond anteriormente, sin embargo las clasificaciones mas generalizadas
son en base al tiempo de consumo a partir de su elaboracion, es decir, si el
queso es consumido fresco o después de madurar. En México, actualmente la
NOM-243-SSA1-2010 de acuerdo a su proceso, los clasifica de la siguiente

manera:

Quesos
1) Frescos
» Frescales: Panela, Canasto, Sierra, Ranchero, Fresco, Blanco, Enchilado,
Adobado.
» De pasta cocida: Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Del Morral, Adobera.
= Acidificados: Cottage, Crema, Doble crema, Petit Suisse, Nuefchatel.
= Quesos de suero: Broccio, Broccotle, Cerrase, Geitmysost, Gyetost,
Mejetle, Mysost, Recuit, Requeson, Ricotta, Picotdn, Schottenezinger,
Zinder.
2) Madurados
» Madurados prensados de pasta dura: Afiejo, Parmesano, Cotija, Reggianito.
» Madurados prensados: Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego, Brick,
Edam, Gouda, Gruyere, Emmental, Cheshire, Holandés, Amsterdam,
Butterkase, Coulomiers, Dambo, Erom, Friese, Fynbo, Havarti, Harzer-Kase,
Herrgardsost, Huskallsost, Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone, Port Salut,

Romadur, Saint Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter, Bola, Jack.
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» De maduracibn con mohos: Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort,
Danablu, Limburgo, Brie.
3) Procesados
= Fundidos
» Fundidos para untar
4) Otros quesos: frescos, madurados y procesados
Sin embargo, en esa clasificacion escapan muchos de los quesos artesanales que

se producen en muchas regiones del pais.

2.3. Los quesos mexicanos genuinos

El término de quesos mexicanos genuinos se utiliza para aquellos elaborados a
partir de leche fluida de vaca, con el empleo minimo de aditivos, no incluyen grasa
vegetal, ni derivados proteicos; ademas poseen una fuerte raiz histérica y cultural.
Se elaboran desde tiempos de la Colonia, o datan de épocas mas recientes. Estos
quesos son fabricados dentro del territorio nacional por mexicanos (nativos o
nacionalizados), o extranjeros residentes, su saber-hacer se ha transmitido a
través de una tradicion oral y ensefianza practica, de generacion en generacion. El
espacio en que se producen y comercializan es heterogéneo, algunos tienen un
caracter meramente regional, mientras que otros se han difundido por todo el pais

e incluso en el extranjero (Cervantes et al. 2008).

En el territorio nacional, las principales zonas productoras de queso ademas de las
dos grandes areas reconocidas conformada por los Altos de Jalisco y la comarca
lagunera; incluyen a los Estados de Chihuahua, Oaxaca, Querétaro,
Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, San Luis Potosi, Michoacan, Puebla,

Tlaxcala, Estado de México y Chiapas (Hursh, 2006).

Los quesos de pasta fresca, salada y sin madurar constituyen los quesos de
mayor consumo en México, como el ranchero, panela y Oaxaca, sin embargo
guesos madurados de pasta semi blanda también son apreciados y forman parte
de los quesos mexicanos mas populares como el Chihuahua, Sierra y asadero
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Quesos mexicanos genuinos.

Nombre del queso

Tipo de pasta

Oaxaca

Chihuahua
Manchego mexicano
Panela

Asadero

Cotija (Region de Origen)
Molido

Sierra

Adobera

Crema tropical
Queso de Sal

De Cincho

Guaje

Chapingo

De hoja

De Poro

Bola de Ocosingo
De Morral

De epazote

De rueda

Trenzado
Cremoso de Oaxaca
Sopero

Chongos Zamoranos

Hilada

Prensada no cocida

Prensada no cocida

Fresca blanda

Hilada

Semidura, prensada, madurada
Blanda, no prensada, fresca
Semidura, prensada

Prensada, molida cheddarizada
Blanda, prensada, descalcificada
Blanda no prensada

Blanda prensada

Hilada

Semidura, prensada

Blanda

Blanda, prensada ligeramente
Blanda o semidura, no prensada
Semidura, prensada

Firme, tajable, prensada

Firme, tajable, ligeramente
prensada

Firme, hilada

Semidura, granulada, prensada
Blanda, tajable

Blanda, en granulos

Requeson Blanda como masa de maiz
Jocoque Cuajada isoeléctrica de leche,
desuerada, batida, salada
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Fuente: (Cervantes et al. 2006)

Actualmente existen mas de 30 variedades de quesos mexicanos genuinos, la
mayoria desconocidos o poco estudiados, por lo que es necesario su rescate y
revalorizacion mediante la investigacion de sus caracteristicas fisicoquimicas,
calidad sanitaria, flora microbiana, andlisis sensoriales, aspectos econdmico-
sociales, asi como abundar sobre el proceso artesanal de su elaboracion, entre

otros.

En ese tenor, siendo fundamental abordar la probleméatica de la cadena leche-
queso con una vision integradora y multidisciplinaria, en 2010 se aprob6 el Macro
proyecto: “Mejoramiento de la productividad, competitividad y sustentabilidad de la
cadena de leche de bovinos” financiado por SAGARPA-CONACyT, del cual
derivan varios sub proyectos, cada uno dirigido a diferentes aspectos de la
problematica del sector, desde el manejo reproductivo del ganado lechero,
seleccion y mejoramiento genético, producciéon de forrajes, tecnologia de
alimentacion para aumentar la produccién, diagndéstico zoosanitario, valorizacion
de la produccion artesanal de quesos, comercializacion del producto en el
mercado, etc. Uno de ellos es el Sub-proyecto: “Programa de desarrollo en la
integracion y agregacion de valor en los eslabones de la cadena productiva: Caso
guesos mexicanos genuinos”, que tiene por objetivo desarrollar un programa para
propiciar el fortalecimiento y agregacion de valor en todos los eslabones de las
cadenas productivas de quesos mexicanos genuinos, contemplando el estudio de
atributos organolépticos, microbianos, nutricionales, culturales, territoriales,
econOémicos Yy turisticos entre otros, todos ellos involucrados en la calidad final de
un queso. En el proyecto participan investigadores provenientes de diferentes
instituciones como la UACH, UAEM, UNAM, el INIFAP (Querétaro) y el CIAD de
Sonora. Esta investigacion forma parte del proyecto y aborda la caracterizacion de
quesos tradicionales, con especial atencion en el estudio de la flora microbiana

gue los integra ligada al proceso de elaboracién propio de cada queso.
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2.3.1. Queso de Cincho

Es un queso semi maduro cuya produccién originalmente se asocia a la zona
limite entre el Estado de Morelos y Guerrero, aunque actualmente es producido
también en el sur Veracruz y comercializado en el lugar que le dio origen. Es
elaborado con leche cruda de vaca de cruza cebu con pardo suizo, se le conoce
como queso “cincho de Morelos”, “queso enchilado de Veracruz’, “queso
enreatado” o “queso criollo seco”, dependiendo el lugar donde haya sido
elaborado, se le comercialice o consuma. El término “cincho” se refiere a que
originalmente se colocaba alrededor del queso un tipo de cinturén de hojas de

palma (Villegas, 2004) ahora es una cuerda de plastico.

El queso de cincho es un queso semi madurado, cilindrico, de pasta prensada y
muy salado, las presentaciones son de %, 1, 2, 2.5, 3, 4, 7, 15 y 20 kg; aunque
predominan de tres kilos 0 menos, puede presentar algunos ojos y tiene corte
firme. El que se elabora en Morelos ha perdido las lineas de cincho y se presenta
originalmente de color natural que va del blanco al crema, el de Veracruz posee
las caracteristicas marcas de reata en los costados y su coloracion es roja porque
se cubre con una pasta de chile guajillo, dada la exigencia de los consumidores.
El queso lleva un proceso de semi maduracion de una a tres semanas, por lo que
su aroma es caracteristico, su proceso de elaboracion sigue siendo muy

tradicional y toma varios dias obtener el producto final (Yescas, 2012).

2.3.2. Queso Chihuahua

Respecto al nombre hay una serie de cuestiones a considerar, en el estado de
Chihuahua se le conoce como queso Menonita o Chester y asi lo establecen en
las etiquetas, en el resto del pais como “queso tipo Chihuahua” o “queso Cheddar”
(Benech et al. 2003).

Actualmente estos quesos se producen con leche entera pasteurizada de vaca y
sin pasteurizar, durante su elaboracion destaca el proceso de chedarizacion, que

consiste en el apilado de bloques de cuajada tibia en la tina de queseria por
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aproximadamente 30 minutos; durante este periodo se incrementa rapidamente la
concentracion de acido lactico y conforme los bloques de cuajada son apilados, su
estructura se aplana y cualquier cavidad u “0jo” presente se pierde en la cuajada
prensada, se somete a un periodo de semi maduracion minimo de siete dias. Se
presenta en dos formatos circular de 2, 4, y 8 kg y en barras de ¥, %2, 1y 3 kg. La
forma tradicional era circular, sin embargo a medida que se han incorporado al
mercado, éste les ha exigido el cambio a rectangular ya que facilita el transporte y
requiere de menor espacio, no obstante se calcula que el 60 % aun se elabora en
el formato tradicional. La forma final de empacado también varia de acuerdo a la
forma, el circular se vende envuelto en una pequefia malla y en un ligero bafio de

parafina, y el rectangular se empaca al alto vacio.

2.3.3. Queso Oaxaca tradicional

El nombre del queso se liga el estado de Oaxaca que es su lugar de origen,
aunque en dicho Estado se conoce como “quesillo” y en el resto del pais como
gueso Oaxaca, es uno de los quesos que goza de mayor prestigio entre los
consumidores en México, se elabora en varios estados del centro de la republica
como Hidalgo, Estado de México, Puebla, Tlaxcala, Querétaro y Oaxaca. Se
produce a partir de leche de ganado estabulado Holstein y sus cruzas (Cervantes
et al. 2008).

Es un queso blanco, fresco y al igual que el Mozzarella pertenece al grupo de los
guesos de pasta hilada (filata, en italiano) debido a que durante su elaboracion la
cuajada, previamente acidificada, se somete a un amasado con agua caliente que
permite plastificarla y estirarla; de tal forma que pueda formar bandas que se
pueden separar como “hilos” que se presenta tipicamente en forma de “bolas” 6
“‘madejas” de diferentes tamafos ,que pueden ser desde algunos gramos hasta

cinco kilogramos (Villegas, 2004; Villanueva-Carvajal et al. 2009).

A nivel artesanal el queso Oaxaca se caracteriza por ser elaborado con leche
cruda de vaca sin la adicion de cultivos iniciadores, la leche se deja acidificar

naturalmente o se afiade leche acida del dia anterior antes de cuajarla, la cuajada
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se corta manualmente y se deja acidificar, posteriormente es amasada en agua
caliente a 60°C y estirada para formar largas hebras de paredes lisas brillantes
gue se entrelazan para hacer una bola de queso, es un queso con pH acido de 6.2
(M. De Oca-Flores et al. 2009). En general, la fabricacién del queso Oaxaca
requiere mucha destreza, ya que es necesario controlar la acidez de la leche, la
acidificacidon de la cuajada, la determinacion del “punto de hebra”, y el amasado de

la pasta, caracteristicas artesanales valiosas del proceso de elaboracion.

2.4. El proceso artesanal y la microbiota de los productos lacteos

El proceso artesanal de quesos se caracteriza por el empleo de leche cruda de
vaca, utensilios rusticos, no cuenta con la tecnologia adecuada para llevar a cabo
un control estricto de los parametros del proceso, un entorno rural, saber-hacer y
conocimientos  tradicionales entre otros; como ya Se  menciono,
desafortunadamente son asociados por una parte de la poblacion y de las
autoridades, con lo sucio y no garantes de inocuidad (Cervantes et al. 2006). En
ese sentido Adesiyun y colaboradores (1995), establecen que efectivamente los
guesos que se consumen frescos o con periodo muy corto de maduracion,
representan un riesgo para la salud. Sin embargo, es importante mencionar que si
la leche se obtiene mediante las normas de higiene adecuadas y se siguen las
buenas practicas de manufactura a lo largo del proceso de elaboracion, utilizando
el equipo y vestimenta adecuado durante la manipulacion, el manejo adecuado de
la cuajada evitando contaminacién post-proceso del queso y tiempo de
maduracién adecuado, se puede obtener un queso artesanal de buena calidad

sanitaria e inocuo para el consumidor (Sandrou and Arvanitoyannis, 2000).

La poblacion microbiana de los productos lacteos esta formada por un fenébmeno
mixto en el que participan bacterias, levaduras y hongos filamentosos, al mismo
tiempo es un proceso competitivo, en el cual prevalecen aquellos grupos que
muestran la mayor adaptacion a las condiciones ambientales, que se manifiestan
en el producto en particular (Orbera, 2004). Los microorganismos mayoritarios

que aparecen en los quesos se han dividido en dos grandes grupos, el primero
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corresponde a los cultivos iniciadores representado principalmente por BAL vy el
otro grupo formado por microorganismos secundarios integrado por BAL no
iniciadoras, bacterias del acido propidénico (BAP), bacterias de superficie,
levaduras y mohos (Azarnia et al. 2006). Esta microbiota 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 artesanales preparados con leche
cruda (Beresford et al. 2001).

2.4.1. Coliformes

Los coliformes son bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o
anaerobios facultativos que fermentan la lactosa con produccion de acido y gas en
48h a 35 °C, aunque algunos pueden ser fermentadores tardios o no
fermentadores. En la practica el término bacterias coliformes se utiliza para
designar a las enterobacterias mas frecuentes encontradas en los productos
lacteos (Madigan y Martinko, 2003). La mayoria de los coliformes pueden
encontrarse en la flora normal del tracto digestivo del humano o animales de
sangre caliente, por lo cual son expulsados especialmente en las heces, aunque
también se encuentran en el ambiente, suelo, plantas, etc. (Stanley, 1998).
Tipicamente dentro de los Coliformes se encuentran géneros de la familia
Enterobacteriaceae, que fermenta facilmente la lactosa, Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella y Citrobacter (Camacho et al. 2009).

Los coliformes son el grupo mas ampliamente utilizado en la microbiologia de

alimentos como indicadores para:

= Deteccion de practicas sanitarias deficientes en el manejo y fabricacion de
los alimentos.

= Evaluacion de la calidad microbiol6gica de un producto.

= Evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas en el equipo.

» (Calidad sanitaria del hielo y los distintos tipos de agua utilizados en las
diferentes areas del procesamiento de alimentos (Martinez, 2011).

Gabriela Castro Castillo
-14 -



Caracterizacion de la microflora de tres quesos tradicionales mexicanos: Chihuahua, Cincho y Oaxaca

En el queso, causan formacién excesiva de gas, afectando la estructura, sabor y
aroma; dependiendo del grado de contaminacién, pH y temperatura pueden
proliferar con rapidez hasta alcanzar concentraciones considerables (Walstra et al.
1999). Sin embargo, su presencia no necesariamente implica un riesgo sanitario
cuando los coliformes son de origen no-fecal de acuerdo al (Cuadro 2), ya que el
microorganismo es capaz de sobrevivir y multiplicarse en la materia orgénica fuera
del intestino (Fernandez, 2000). Por el contrario, su ausencia razonablemente
ofrece un margen de seguridad en el sentido de excluir la presencia de

enterobacterias patogenas.

Cuadro 2. Diferencias entre los géneros de la familia Enterobacteriaceae en
relacion con su origen fecal o no fecal, su deteccién y su enteropatogenicidad para

el hombre.
Deteccion en las ]
Género Origen fecal pruebas para Enteropatogeno
coliformes para el humano
Escherichia Si Si No
Edwarsiella Si No No
Citrobacter No Si No
Salmonella Si No Si
Shigella Si No Si
Klebsiella No Si No
Enterobacter No Si No
Hafnia No No No
Serratia Si No No
Proteus No No No
Yersinia Si No No
Erwinia No No No
Fuente: Martinez, 2011.
Gabriela Castro Castillo
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2.4.2. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen un grupo de bacterias Gram
positivas, generalmente inmdviles, no esporuladas, con forma de cocos o bacilos,
forman colonias pequefias nunca pigmentadas y poseen gran tolerancia a la
acidez. Son microorganismos fermentadores de carbohidratos con produccion de
acido lactico como producto principal o Unico del metabolismo de las hexosas
(Stiles y Holzapfel, 1997). Si bien son mesdfilas, algunas son capaces de crecer a
temperaturas inferiores a 5°C y otras a temperaturas tan altas como 45°C, con
respecto al pH de crecimiento, la mayoria desarrollan en una escala comprendida
entre 4 y 4.5 aunque un grupo de ellas son capaces de crecer a pH tan bajo como
3.2 y otras a pH tan alto como 9.6; permitiéndoles sobrevivir naturalmente en
medios donde otras bacterias no resistirian (Carr et al. 2002). Es por ello que
estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de diversos
alimentos, tierra, plantas verdes, asi como también del tracto intestinal
(principalmente), fosas nasofaringeas y vagina (Schneider et al. 2006; Azadnia et
al. 2011). La leche es el medio tipico y satisfactorio para la proliferacion de las
BAL; sin embargo, otros alimentos son también excelentes medios de crecimiento
y producciéon bacterias lacticas, como las masas de cereales, vegetales y carne
(Vazquez et al. 2009).

La clasificacién de las BAL se basa en la morfologia; tipo de fermentacion (aquella
en la cual sélo se produce acido lactico llamada homoléactica o heterolactica en la
cual ademéas del acido lactico se producen otros compuestos); crecimiento a
diferentes temperaturas; habilidad para crecer a altas concentraciones de sal y
tolerancia acida o alcalina. Las BAL son un grupo bacteriano heterogéneo que
comprende alrededor de 20 géneros, de los cuales Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Vagococcus,
Carnobacterium, Tetragenococcus, Weisella, Aerococcus y Oenococcus; son los
que tienen mayor incidencia en alimentos (Axelsson, 2004); sin embargo los
géneros mas representativos son Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,

Bifidobacterium y Leuconostoc (Carr et al. 2002). Las BAL son tradicionalmente
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empleadas en los diferentes productos lacteos debido a sus propiedades

tecnologicas y funcionales (Cuadro 3).

Cuadro 3. Bacterias acido lacticas utilizadas en la elaboracion de productos

lacteos.
Producto Bacterias principales Usos
Provee sabor, gusto
Lactobacillus bulgaricus  suave y delicado,
Lactobacillus casei promueve la cuajada,
Yogurt : : : : o
Lactobacillus acidophilus  mejora la  digestion,
Streptococcus termophilus  absorcién, promueve la

Bebidas fermentadas a

base de leche

Quesos

Mantequilla madurada

Crema éacida

Streptococcus lactis,
Streptococcus cremoris,
Lactobacillus herveticus

Streptococcus lactis,

Streptococcus diacetilactis
Lactobacillus lactis,

Streptococcus diacetilactis

Streptococcus lactis,
Streptococcus cremoris
Leuconostoc cremoris

Streptococcus lactis

salud.

Adiciona sabor, ayuda a

promover la salud.

Promueve el cuajado,
provee aromay sabor.

Promueve moderado
sabor agrio y aroma.
Promueve sabor
caracteristico (pequefas
cantidades de
acetaldehido y grandes

cantidades de diacetilo).

Promueve moderado
Yakult Lactobacillus casei sabor agrio y aroma,
promover la salud.
Fuente: (Ramirez et al. 2011)
Gabriela Castro Castillo
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Las bacterias lacticas forman parte de todo el proceso de produccién de quesos,
las que componen el fermento primario, son el motor que permiten acidificar la

leche e iniciar su transformacién en queso (Revelli et al. 2004).
Mecanismo de las BAL

Debido a su metabolismo, las BAL desempefian un papel importante en la
obtencion de alimentos fermentados, ademas de conferir caracteristicas
organolépticas diferentes y deseables; también desempefian una funcién
conservadora en los alimentos, debido a la competencia por los nutrientes y a la
produccion de metabolitos que inhiben el desarrollo de bacterias alterantes y
patdgenas, reconocidas por la FDA (Food and Drug Administration) por sus

beneficios a la salud humana (Gutiérrez, 2005).

El mecanismo de las BAL se puede llevar a cabo por tres procesos (Messens and
De Vuyst, 2002):

= Antagonismo lactico

Actividad de las bacterias lacticas por la que matan o inhiben el crecimiento de
otras bacterias estrechamente relacionadas con ellas. Esta actividad de

competicion puede existir, incluso, entre bacterias de la misma especie.
» Bacteriocinas

Sustancia de péptidos de sintesis ribosomal con actividad antimicrobiana, durante

su crecimiento fermentativo.
= Produccidén de metabolitos

Productos finales del metabolismo de las bacterias acido lacticas encargados de
frenar el desarrollo de otras bacterias, principalmente Coliformes, estos productos
pueden ser: &cido lactico, diéxido de carbono, acidos organicos, peroxido de

hidrogeno, etc.

Gabriela Castro Castillo
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2.4.3. Levaduras

El término levadura se refiere a aquellos hongos que generalmente no son
filamentosos, sino unicelulares y de forma ovoide o esferoide, pudiendo ser
alimonada, piriforme, cilindrica, triangular e incluso alargada y se reproducen por
gemacioén o por fision (Camacho et al. 2009). Las levaduras crecen mejor que la
mayoria de las bacterias en un alto contenido de humedad, en sustratos que
contienen elevadas concentraciones de solutos (por ejemplo carbohidratos o
cloruro de sodio), es decir son osmotolerantes; su temperatura 6ptima es de 25 a
30°C y la maxima de 35 a 47°C. Crecen mejor en aerobiosis, aunque las especies
de tipo fermentativo son capaces de crecer, aunque lentamente, en anaerobiosis
(Beuchat and Cousin, 2001).

Las levaduras estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se hallan sobre
hojas, flores, frutos, piel, cuero, plumas y tracto digestivo de animales herbivoros y
omnivoros. Algunas estan asociadas con insectos pero el suelo es el mayor
reservorio. Son consideradas como flora normal favorable en productos y bebidas
fermentables como el pan, la cerveza, vinos, vinagre y Qquesos, O COMO
contaminantes en equipos mal sanitizados y son alteradoras de los alimentos
(Wojtatowicz et al. 2001; Frank, 2007). El grupo que de levaduras que se asocia
perjudicialmente a los alimentos es muy reducido: alrededor del 25% de las
especies identificadas y de éstas, un numero muy bajo de forma dafiina (Camacho
et al. 2009).

En la actualidad su uso radica en la industria alimentaria para aromas, olores,
sabores, pigmentos, etc, en la industrial y farmacéutica, principalmente porque
estos microorganismos poseen capacidades nutricionales, como productoras de
vitaminas del complejo B; como fuente de obtencion de proteinas para la
alimentacion de humanos y animales, asi como hospedero para la obtencion por
vias de tecnologia del ADN recombinante compuestos de gran utilidad para la
industria médico-farmacéutica, como proteinas virales para la fabricacion de

vacunas, hormonas, proteinas de la sangre, etc. (Orbera, 2004).

Gabriela Castro Castillo
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En la leche la contaminacion por levaduras puede tener lugar después de la
pasteurizacion, siendo una contaminacion secundaria en la que participan las
especies Cry. flavus, Cry, diffluens, Deb. Hansenii, Rho. mucilaginosa, y
Kluyveromyces marxianus (Gonzélez-Hernandez y Pefia, 2002).

En los quesos participan en la maduracion metabolizando el acido lactico, elevan
el pH favoreciendo el crecimiento de bacterias proteoliticas. En cada queseria la
microflora es particular y se piensa que contribuye al bouquet especifico del
queso. Las levaduras dafiinas actian mediante produccion de sabores
levaduriformes indeseables y una textura desagradable para la apariencia del
producto, otras afectan la calidad de los quesos mediante la produccién de
pigmentos pardos, como Yarrowia lipolitica que produce pigmentos pardos o
negros (Larpin et al. 2006). Todos los microorganismos mencionados influyen en

la calidad de los productos lacteos.

2.5. Importancia de la calidad microbiolégica de leche y queso

La calidad microbiologica se puede definir como el cumplimiento de un conjunto de
requisitos y especificaciones establecidas para la carga microbiana de un
producto, con base en los resultados se toman acciones correctivas en caso de no

satisfacer algunas de las especificaciones (Asmahan, 2010).

El conocer la calidad microbiana de la leche y quesos elaborados con leche cruda,
permite evaluar la carga microbiana presente y estimar las condiciones higiénico-
sanitarias sobre el proceso y manejo de la materia prima, dando como resultado
un menor grado de dafios a la salud de los consumidores evitando que el producto
se convierta en un vehiculo potencial para la transmision de importantes
patdgenos (Paez y Lucy, 1997). El nUmero inicial de microorganismos presentes
en la leche, condiciona la respuesta de los mismos durante el procesamiento y por
ende la calidad final del producto. La flora microbiana inicial de la leche cruda
cuando es obtenida en condiciones asépticas, oscila entre 100 y 1,000 UFC/mL.
La microflora debida a la contaminacion ambiental varia en calidad y cantidad, y

es originada de la manipulacion de la leche previa a su procesado. La flora de la

Gabriela Castro Castillo
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leche cruda estd compuesta principalmente por bacterias y en segundo término
por hongos y levaduras (Wouters et al. 2002).

Lacticas

( Micrococus

Gram positivas Estafilococos

Esporuladas

A\Y4

= Bacterias .<

Enterobacterias

Gram negativas _< Acromobacterias

\ Micobacterias

—

= Levaduras y hongos

La leche empleada para la elaboracion de quesos debe ser de buena calidad
desde el punto de vista microbiologico y fisicoquimico, y debe ser manejada
mediante maximos niveles de higiene en cada una de las etapas de la elaboracion
del queso, mantenimiento del area de produccién libre de sdlidos y liquidos
estancados y desechados del proceso, asi como el uso del equipo y de los
utensilios limpios para el proceso, con la finalidad de evitar la proliferacion de
microorganismos no deseados en el queso terminado (Scott, 2002).

Los brotes infecciosos producidos por el consumo de productos lacteos representa
entre el 2-6% de las infecciones alimentarias, aunque su documentacion se ve
dificultada al no existir protocolos comunes en los diferentes paises que permitan
el seguimiento correcto de dichos brotes (De Buyser et al. 2001). En los quesos
frescos, las infecciones suelen estar asociadas con enterobacterias patogenas
como Salmonella o E. coli (Vernozy-Rozand et al. 2005), mientras que en quesos
semicurados o0 curados el principal patégeno es S. aureus Yy Listeria

monocytogenes aunque su incidencia es bastante baja, sin embargo es

Gabriela Castro Castillo
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responsable de las infecciones més severas que pueden transmitir los productos
lacteos (Haeghebaert et al. 2003). Algunos microorganismos patdégenos para el
hombre dentro de la produccién quesera son: Bacillus cereus, Mycobacterium tub.,
Brucella, Campylobacter, Clostridium perfringens, Coxiella burnetii, Escherichia
coli, Listeria monocitogenes, Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus,

Yersinia y algunos hongos productores de micotoxinas (Banks, 1998).

Mencionado lo anterior, en general los quesos elaborado a partir de leche cruda
que no cumple con las normas sanitarias perteneciente a las queserias
artesanales, implica un riesgo para la salud (Verrey, 1992). El gobierno consciente
de ésta situacion y preocupado por la salud de los consumidores, propuso una
normativa al respecto, a partir de 2010 entré en vigor la NOM-243-SSA1-2010,
gque establece que todo queso producido en México debera elaborarse con leche

pasteurizada para asegurar la inocuidad y limpieza del producto.

2.5.1. Normatividad

La NOM-243-SSA1-2010 al igual que muchos autores, establece que la
pasteurizacion destruye los microorganismos patégenos presentes en la leche y
permite reducir los riesgos de transmision de enfermedades causadas por la
contaminacion (Little et al. 2008), sin embargo tiene un impacto negativo en la
flora natural benéfica presente en la leche (Sameh et al. 2007), por lo que seria
conveniente evaluar qué tanto la presencia de patdgenos podria ser en realidad un
problema a nivel epidemiolégico producido por los quesos artesanales
manufacturados con leche no pasteurizada (Bouton and Grappin, 1998), cabe
aclarar que la sola presencia de coliformes no asegura la presencia de
microorganismos patdégenos, pero que entre mayor sea el numero de coliformes
mayor probabilidad habrd de encontrar especies de importancia en salud publica
(Camacho et al. 2009).

La NOM es muy limitada al estar dirigida hacia quesos elaborados de forma
industrial y no considerar la vision sobre lo que es un queso genuino. Las

especificaciones microbianas se muestran en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Limites méaximos de contenido microbiano para leche y derivados

lacteos.
Microorganismo Leche Queso
Organismos coliformes Totales <10 UFC/mL <100 UFC/g
Staphylococcus aureus <10 UFC/mL 1000 UFCl/g
Salmonella spp Ausente en 25g o mL
Escherichia coli < 3 NMP/mL 100 UFC/g
Listeria monocytogenes Ausente en 25g o mL
Vibrio cholerae Ausente en 25¢g
Enterotoxina estafilococcica Negativa
Mohos y levaduras 500 UFC/g

Fuente: (NOM-243-SSA1-2010)

2.6. Métodos de identificacién microbiana

La estructura taxondmica de la comunidad microbiana en el queso en varias
etapas de elaboracion, ha sido estudiada con técnicas microbioldgicas basadas en
el cultivo de los microorganismos en un medio, y caracterizaciéon fenotipica o
genotipica de una fraccion de la comunidad que dependen de los métodos de
cultivo (Beresford et al. 2001); sin embargo, técnicas de cultivo independientes
basadas en analisis directo de ADN o ARN se han desarrollado para la
caracterizacion de la comunidad microbiana (Figura 1) y la determinacion de las

actividades metabolicas de la microbiota del queso (Ward and Roy, 2005).

2.6.1. Métodos fenotipicos

Los métodos tradicionales de identificacion se basan en el estudio de aspectos
fenotipicos vy fisiologicos de la poblacion. Por lo general, la identificacion comienza
con el examen morfolégico de las colonias aisladas en medios sélidos y continla
con el examen microscopico de un extendido de los microorganismos aislados,
coloreados segun la técnica de Gram; a partir de aqui se inoculan las pruebas

bioguimicas tradicionales, donde se requieren cultivos puros del microorganismo
Gabriela Castro Castillo
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en cuestion para obtener una biomasa suficiente capaz de evidenciar los cambios
en las pruebas utilizadas como son: sistemas indicadores de pH, formacion o
degradacion de determinadas sustancias y actividades enziméticas (Nieto et al.
2004).

Figura 1. Diagrama de flujo de los métodos de estudio para la microbiota del
queso.

| Ecosistema microbiano del queso |
Métodos dependientes de cultivo I Métodos no dependientes de cultivo
Cultivo en placa Extraccién "de acidos
nucleicos de la matriz
delqueso

Conteo y aislamiento

/ N\

Actividad microbiana

1

1

1

Métodos fenotipicos ~ Métodos genotipicos | Diversidad microbiana I :
1 Pruebas RNA

iccion: Ras, osdeADN \

Examen Et:\l(;zpado restriccion: g !

'T;csrtods: gf;i?miento RFLP, PFGE Pruebas basadas Metodos basados Métodos basados 1 Expresién funcional

DNA amplificacion: enel 16SrRNA  en secuencia en PCR v de los genes

Patrones de

asimilacién ARDRA, RAPD, REP-

y fermentacion hF;ICRd T—

Proteinas celulares éto oS  basados en
secuencia rRNA o
analisis de proteinas

codifiadoras
Pruebas especificas.

Actividad metabolica I

| p—— — | Comunidad \
entificacion y caracterizacion / \ l/
| Estructura | I Dinamica I Microorganismos Microorganismos
metabdlicamente No
activos cultivables

-

Predicciones del queso
i/ el
RFLP: Restriction fragment length polymorphism, PFGE: Pulsed field gel electrophoresis, ARDRA: Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis, RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA, rep PCR: repetitive element palindromic PCR, FISH:

Fluorescent In Situ Hybridization, SSCP: Single-strand conformation polymorphism, ARISA: automated rRNA intergenic
spacer analysis LH-PCR: length heterogeneity-PCR, RTgPCR: real time PCR.

Fuente: (Ndoye et al. 2011).

Algunos inconvenientes de las técnicas fenotipicas es que no proporcionan
suficiente informacioén, requieren de mucho tiempo para el anélisis ademas confian
en caracteristicas visuales subjetivas, no obstante, el intenso y extraordinario

avance de la biologia molecular en los Ultimos afios, ha permitido desarrollar
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nuevos meétodos de tipificacion que facilitan y aportan mayor precision a la

clasificacion taxondmica (Cuenca-Fernandez, 2004; Narvaez et al. 2005).

2.6.2. Métodos genotipicos

Existen técnicas de clasificacion de microorganismos basadas en el ADN con las
que es posible distinguir microorganismos a nivel de especie y cepa. En los
altimos afios las técnicas moleculares han cambiado la perspectiva de la
diversidad microbiana y permitiran describir, monitorear y controlar comunidades
microbianas para que lleven a cabo las actividades requeridas, es posible obtener
mediante el uso de métodos moleculares datos confiables sobre la diversidad y la

identificacion taxondmica de los microorganismos (Gevers et al. 2001).
Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método de andlisis rapido y
sencillo que permite la deteccién y amplificacion de fragmentos especificos de
ADN. La polimerasa es una enzima cuya actividad es la sintesis de una cadena de
ADN complementaria a una cadena de ADN sencilla. Para ello necesita la
presencia de pequefias secuencias de ADN denominadas cebadores que deben

ser complementarias de los extremos de la secuencia que se desea ampliar.
El proceso de PCR, puede resumirse en 3 etapas:

= Separacion de las cadenas de ADN por efecto térmico, lo cual rompe los
enlaces de hidrégeno que mantienen unidas cadenas de ADN originando
cadenas sencillas.

= Adicién de cadenas cortas de polinucleétidos, denominados cebadores, que
se unen por complementariedad de bases a cada una de las cadenas del
fragmento de ADN que se desee amplificar. Uno se une a la cadena 5’-3’ y
otro a la cadena 3’-5'.

= Adicién de la ADN polimerasa, los cuatro nucleétidos (ATP, GTP, TTP,
CTP) y demas cofactores, para que tenga lugar la sintesis de la cadena

complementaria.
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La repeticion de estos ciclos hace que la cantidad del fragmento de ADN que se
esta amplificando aumente de manera exponencial, de modo que aunque se parta
de una cantidad muy pequefia al final de un niumero determinado de ciclos se

obtendra una cantidad muy significativa (Gonzalez et al. 2005).
Secuenciacion de ADN

Esta técnica se utliza habitualmente como técnica de comprobacion o
confirmacion positiva de la presencia de un ADN determinado, tras su deteccion
por PCR. Por tanto, el material a detectar suele ser ADN amplificado producto de
PCR. Es utilizada en estudios de autentificacion genética para la identificacion de

especies (Rodicio y Mendoza, 2004).

Los diferentes tipos de secuenciacion aplicados se basan en la utilizacion de
analogos de base (dideoxy) marcados que provocan la finalizacion de cadena. La
principal diferencia entre el método enzimético de terminacion de cadena y el
método automatico de secuenciacion, radica en primer lugar en el tipo de marcaje.
En el método automatico en vez de radiactividad se utiliza fluorescencia y lo
habitual es realizar cuatro mezclas de reaccion, cada una con nucledtido trifosfato
(dTTP) marcado con un fluorocromo distinto. Este sistema permite automatizar el
proceso de manera que es posible leer al mismo tiempo los ADN de nueva
sintesis producto de las cuatro mezclas de reaccion. La segunda diferencia radica
en el sistema de deteccion de los fragmentos de ADN. La deteccién del tipo de
fluorescencia correspondiente a cada reaccion se lleva a cabo al mismo tiempo
que la electroforesis, de manera que los fragmentos de ADN de menor tamafio
gue ya han sido detectados se dejan escapar del gel. Este sistema permite
aumentar el numero de nucleétidos que se pueden determinar en cada
electroforesis y, por consiguiente, en cada secuenciacion (Diaz y Wacher, 2003;
Gonzalez et al. 2005).

La identificacion bacteriana basada en el analisis de la secuencia del ADNr 16S se
facilita enormemente por la disponibilidad de sistemas comerciales (Rodicio y

Mendoza, 2004), entre ellos destaca MicroSeg500 (Applied Biosystems; Foster
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City, EE.UU.), disefiado para la identificacion rapida y correcta de bacterias. Este
sistema utiliza un par de oligonucleétidos que permiten amplificar un fragmento de
527 pb correspondiente al extremo 59 del ADNr 16S, sdlo requiere dos iniciadores
para la secuenciacion de ambas cadenas, reduciendo de manera considerable el
costo y trabajo requeridos para la identificacién, al identificar mas de un aislado
simultaneamente. Como parte del sistema, se incluye una base de datos para
determinar el género y la especie del aislado. Ademas, el software permite
exportar las secuencias que podran ser comparadas con otras bases de datos, e

incluye herramientas para el analisis filogenético (Woo et al. 2003).

Al estudiar los aspectos anteriores nace la reflexion de la alarmante situacion que
los quesos tradicionales mexicanos enfrentan desde la perspectiva de la
Normatividad, que es limitada frente a la utilizacion de leche bronca y bastante
rigida al no contemplar el efecto de la acidez, o maduracién como alternativa para
la obtencién de un queso con gran aceptacion y predileccion por gran parte de la
poblacion. En ese contraste surgen algunas preguntas de investigacion.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

= ;Como esta conformada la microbiota nativa de los quesos tradicionales

mexicanos: queso de cincho, Chihuahua y Oaxaca tradicional?

= ¢El proceso de semi maduracién ejerce un efecto en la microflora del

queso de cincho?

= ¢ Como influye la pasteurizacion en la inocuidad del queso Chihuahua?

= (JElI pH y el proceso térmico del queso Oaxaca tradicional ejerce un

efecto en las poblaciones microbianas del producto?

= ¢La microbiota nativa permanece constante en las diferentes fases de

elaboracién del queso Oaxaca tradicional?

Gabriela Castro Castillo
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4. HIPOTESIS

» Los quesos tradicionales Cincho, Chihuahua y el queso Oaxaca tradicional,
poseen una compleja microflora nativa formada por grupos microbianos no
deseados, sin embargo se encuentran especies reconocidas por su gran

aporte benéfico para la salud.

= El proceso de semi maduracion tiene un efecto en la disminucion de

poblaciones no deseadas en el queso de cincho.

» La pasteurizacion tiene un impacto positivo al asegurar la inocuidad del
queso Chihuahua.

= El proceso térmico y el pH acido del queso Oaxaca tradicional, le confieren
proteccion contra flora patégena.

» La dindmica microbiana es diferente en las fases de elaboracién del queso

Oaxaca tradicional: leche, cuajada y queso.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

= Caracterizar la microflora nativa presente de tres quesos tradicionales

mexicanos: queso de cincho, Chihuahua y queso Oaxaca tradicional.

5.2. Objetivos especificos

= Determinar los conteos microbianos correspondientes a bacterias &cido
lacticas (BAL), coliformes totales, levaduras y Staphylococcus presentes en
gueso de cincho fresco y madurado, queso Chihuahua elaborado con leche
pasteurizada y sin pasteurizar, y en las fases de leche, cuajada y queso
Oaxaca tradicional.

= Determinar si la maduracion tiene un efecto en la disminucién de las
poblaciones microbianas no deseadas del queso de cincho.

= Conocer el efecto de la pasteurizacion en la microflora del queso Chihuahua.

= Realizar el aislamiento y purificacion de las cepas obtenidas de leche,
cuajada y queso Oaxaca tradicional.

» Caracterizar fenotipicamente las poblaciones microbianas obtenidas de leche,
cuajada y queso Oaxaca.

= Realizar la Identificacion molecular de las poblaciones microbianas obtenidas

de leche, cuajada y queso Oaxaca.
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6. MATERIALES Y METODOS

De los quesos Chihuahua y Cincho (del Estado de Chihuahua y Morelos
respectivamente) solo de obtuvieron muestras de quesos debido a la distancia 'y a
la imposibilidad de transportar leche en condiciones idoneas. En el Estado de
México se obtuvieron muestras de leche, cuajada y queso Oaxaca para estudiar la

dindmica en las fases de elaboracion.

El trabajo se desarrolld6 en dos etapas: la primera, consisti6 en los analisis
microbiolégicos de los tres quesos tradicionales mexicanos, y en la segunda se

realizo el aislamiento e identificacion de las cepas microbianas del queso Oaxaca.

6.1. Muestreo
-Queso de cincho

Se recolectaron 18 quesos de cincho fresco, de aproximadamente 1.5 kg de siete
dias de elaboracion y semi madurado de 30 dias, que fueron recolectados de seis
gueserias seleccionadas aleatoriamente ubicadas en el Estado de Morelos en
Septiembre de 2011.

-Queso Chihuahua

Se recolectaron 18 barras de queso Chihuahua de aproximadamente 1 kg,
elaborados con leche pasteurizada y sin pasteurizar, obtenidos de seis queserias
seleccionadas aleatoriamente ubicadas en Ciudad Cuauhtémoc, Chihuahua en
Octubre de 2011.

-Queso Oaxaca

Se obtuvieron 26 muestras en cada fase analizada: leche cruda (250mL c/u),
cuajada después del fundido (200 g c/u) y queso Oaxaca (250 g c/u); recolectadas
de queserias tradicionales ubicadas en Aculco, Estado de México, durante

Septiembre-Noviembre de 2011.

Gabriela Castro Castillo
-31-



Caracterizacion de la microflora de tres quesos tradicionales mexicanos: Chihuahua, Cincho y Oaxaca

Todas las muestras fueron tomadas asépticamente y transportadas bajo
condiciones de refrigeracion (NMX-F-700 COFOCALEC-2004) para su analisis en
el Laboratorio de Leche del ICAR-UAEM.

6.2. Medicion de pH

Se midié el pH de las muestras con un potenciometro, (AOAC 981.12) el analisis se

realiz6 por triplicado.

6.3. Andlisis microbioldgicos

Se tomaron asépticamente 10 mL de leche y 10 g de cuajada o queso del centro
de la muestra y se colocaron en 90 mL de solucién peptonada, se homogenizaron
en licuadora domeéstica y a partir de ésta se realizaron diluciones decimales
consecutivas en tubos de ensaye con solucion de NaCl 0.9% (AOAC 966.23). Las
diluciones se sembraron por duplicado, los Coliformes totales, se sembraron por el
método de vertido en placa (Figura 2) en Agar Rojo Bilis Violeta, (ARVB) (Bioxon®)
incubados a 35°C por 24 h; (AOAC 966.24), las Bacterias Acido LActicas, a través
de cuenta directa en medio Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) (Difco®) incubando a
35°C durante 48 h (Lancelle y Vasek, 2002), las Levaduras, en medio Agar
Dextrosa, Papa (PDA) (MCD®) incubando a 28°C durante 72h (AOAC 997.02,
FDA-BAM, 2001). La determinacion de Staphylococcus se realizé por el método
de extension en placa (Figura 3) en Agar Baird Parker (Difco®) enriquecido con
emulsion de yema de huevo con telurito de potasio, incubado a 35°C durante 48h
(AOAC 987.09; NOM-115-SSA1-1994, NOM-243-SSA1-2010).

Se realizaron los conteos microbianos en un contador de colonias y se realizaron
los célculos para obtener las unidades formadoras de colonia por mililitro o gramo
(UFC/mL o g).
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Figura 2. Método de siembra por vertido en placa

3) Realizar diluciones decimales en 9 mL de NaCl al 0.9%

1.0mL 1.0mL 1.0mL
.. _— E— — R
/
102

1) Tomar 10 mL de

lechel/| 10 g d i 10" 102 o
eche/pesar g de 2) Homogenizar con 90 10
cuajada o queso, mL de soluciéon

aépticamente. peptonada.

S e [

4) Sembrar por duplicado en cajas de Petri estériles.

= &3 &= &
= = == &

6) Homogenizar S

con "_lOV"“'e“tos | 7) Incubar a 4 8) Contar las colonias, reportar UFC/mL o g
rotatorios. temperatura y tiempo

correspondiente.

5) Adicionar 15-20 mL del
agar correspondiente.

Fuente: (Adaptado de Camacho et al. 2009).

Figura 3. Método de siembra por extension
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6.4. Aislamiento y purificacion de cepas

Se seleccionaron colonias tipicas para cada grupo microbiano y se crecieron en
tubos con 5mL de caldo Elliker y MRS para bacterias lacticas incubando a 35 °C
por 24h; los coliformes y Staphylococcus en caldo nutritivo a 37 °C por 24h y las
levaduras en caldo PDA a 28 °C por 72h. La purificaron se realiz6 mediante pases
sucesivos en caldo inoculando al 2% y posteriormente por el método de estria
cruzada e el agar correspondiente. Las cepas fueron preservadas en agar con

glicerol a -70 °C para su posterior utilizacion (Magallon, 2010).

6.5. Caracterizacion fenotipica de las poblaciones microbianas
= Caracterizacion macroscoépicay microscépica

Se describié la morfologia colonial de bacterias y levaduras, en base a su
crecimiento en placa, contemplando su forma, color, tamafio, elevacion y margen
(Tobia et al. 2003). Las cepas bacterianas fueron tefiidas con tincion de Gram, y
las levaduras fueron tefiidas con azul de metileno (Gomez y Martinez, 2004). Se
describié la morfologia de las colonias tefiidas anteriormente, en microscopio
éptico (Motic®) con el objetivo 40x para levaduras y 100x con aceite de inmersion

para las bacterias.

* Pruebas fenotipicas
-Catalasa.
Sobre el centro de un portaobjetos de vidrio, limpio y seco, se colocé una muestra
del cultivo fresco y se adicioné una gota de H,O, al 3%. La prueba es positiva
cuando se pone en contacto la muestra con el agua oxigenada y se produce una

reaccion inmediata liberando burbujas de oxigeno (MacFaddin, 2003).
- Oxidasa.

En una caja Petri se colocé un cuadro de papel filtro de aproximadamente 9 cm?
impregnado con solucion de clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%

(Reactivo de Gordon y Mcleod). Con un asa se tomaron algunas colonias aisladas
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en placa y se mezclaron con el reactivo. La prueba positiva se da cuando el
reactivo se oxida rapidamente en presencia del citocromo c¢ produciendo
coloracién azul marino purpureo lo que se toma como prueba positiva; si la prueba

es negativa no habra viraje (MacFaddin, 2003).
-Pruebas selectivas a BAL

Se evalud el crecimiento de las bacterias lacticas (BAL) en 5 mL de caldo MRS
inoculado al 2% del cultivo puro, incubado a diferentes temperaturas: 10°C, 15°C y
40°C; la formacion de CO, con campana de Durham a 37°C por 48 h y la
resistencia a 2%, 4% y 6.5% de NaCl (Durlu-Ozkaya et al. 2001).

-Pruebas presuntivas para E. coli

Se seleccionaron colonias sospechosas de E. coli y fueron sembradas por estria
en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), incubadas a 37°C durante 24h, a las
colonias verdes con brillo metalico tipicas de E. coli, se les realizaron pruebas
bioquimicas de Indol (I), Rojo de Metilo (RM), Vogues-Proskawuer (VP), Citrato
(C), Agar Hierro Triple Azucar (TSI) y Agar Kligher (AK). Todos los tubos se
prepararon por duplicado y se incubaron a 37° C por 24 horas, incluyendo tubos
sin inocular (testigos), en cada una de las pruebas bioguimicas (Romero-Castillo
et al. 2009).

-Prueba para Staphylococcus aureus coagulasa (+)

Se seleccionaron las colonias tipicas a S. aureus, y se incubaron en caldo
nutritivo, durante toda la noche, se realiz6 la prueba de coagulasa transfiriendo
0.2 mL del cultivo a un tubo estéril y se agregd 0.2 mL de plasma de conejo estéril
con EDTA, se incubaron a 35°C durante 6 h, revisando cada hora si existe la
formacion de coagulo (NOM-243-SSA1-2010).
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6.6. Identificacion molecular de las poblaciones microbianas

Las poblaciones microbianas fueron identificadas mediante secuenciacion por
electroforesis capilar, esta fase del trabajo se realizé en el Laboratorio de Calidad,
Autenticidad y Trazabilidad de Alimentos del Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD), Hermosillo, Sonora.
-Extraccion de ADN de las poblaciones microbianas

El ADN de bacterias y levaduras, fue obtenido con el Kit de extraccién PrepMan™
Ultra Sample Preparaction Reagent, las cepas se activaron en caldo durante toda
la noche, se transfirieron 500uL del cultivo a un tubo estéril y se centrifugé a 25000
rcf por 2 minutos se retiré el sobrenadante y el pellet celular se resuspendio
conl00 pL de PrepMan™, se homogenizé en voértex durante 30 segundos, se
incubaron a 100 °C durante 10 minutos a 300 rpm en Thermomixer® comfort
(Eppendorf) y se centrifugaron a la maxima velocidad por 2 minutos, se transfirio
50uL del supernadante a tubos estériles de microcentrifuga y conservados a -
20°C.

-Cuantificacion y dilucién del ADN obtenido

La cuantificacién fue realizada por espectrofotometria en Nano Drop™ 2000c
(Thermo Scientific™) midiendo la absorbancia a longitudes de onda de 260 y
280nm para obtener los valores correspondientes a la cantidad y pureza de ADN,
la integridad del ADN fue evaluada mediante electroforesis en placas de gel
agarosa 2% tefiidas con bromuro de etidio; E-Gel® EtBr (Invitrogen™); el ADN fue
conservado a -20 °C.

Los ADN obtenidos fueron diluidos en agua libre de nucleasas (Invitrogen™) hasta
obtener una concentracion de 2.5-3.5ng/uL, medida en espectrofotometro Nano

Drop™ 2000c (Thermo Scientific™), se conservaron a -20°C.

-PCR de ADN bacteriano y de levaduras
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Se realiz6 utilizando el Micro Seq® 500 16S rDNA Bacterial Identification PCR Kit.
La reaccion de PCR fue de 30 pL, adicionando 15 pyL de la Master Mix PCR
correspondiente y 15 uL del ADN bacteriano diluido. Las condiciones de reaccion
en Termociclador, Mastercycler® Gradient (eppendorf) fueron 95 °C durante 10
minutos, 95 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos, durante 30 ciclos con una
extension final de 72 °C por 10 minutos. Se emple6 como control negativo una
mezcla de la Master Mix PCR sin ADN molde, y se utiliz6 ADN de E.coli como

control positivo, ambos suministrados en el kit.

Para levaduras se utilizo el Micro Seq® D2 LSU rDNA Fungal PCR Kit. La
reaccion de PCR fue de 30 pL, adicionando 15 pL de la Master Mix PCR
correspondiente y 15 uL del ADN de levaduras diluido. El programa fue de 95 °C
durante 30 segundos, 53 °C por 30 segundos, 72°C durante 1 minuto, durante 35
ciclos con extension final de 72 °C por 10 minutos. Se empleé como control
negativo una mezcla de la Master Mix PCR sin ADN molde, y ADN de

Sacharomyces cerevisiae como control positivo, ambos suministrados en el Kit.

Los productos de PCR bacterianos y de levaduras fueron analizados por
electroforesis en placas de gel Agarosa 2% tefiidas con bromuro de etidio; E-Gel®
EtBr (Invitrogen™) y visualizado en fotodocumentador GelDoc™ XR (Bio-Rad),

utilizando marcador molecular de 100 pb (Invitrogen™).

-Purificacion del producto de PCR

La purificacion de los productos de PCR bacteriano y de levaduras se realizé
mediante un proceso enzimatico utilizando ExoSAP-IT® (Affymetrix®), se agregd 2
UL de ExoSAP-IT® por cada 5 pL de producto de PCR en tubos de
microcentrifuga; se colocaron en termociclador Mastercycler® Gradient
(eppendorf) y se incubaron a 35 °C durante 15 minutos y 80 °C por 15 minutos, se

conservaron a -20°C.

- Reaccioén de secuenciacion

Gabriela Castro Castillo
-37-



Caracterizacion de la microflora de tres quesos tradicionales mexicanos: Chihuahua, Cincho y Oaxaca

El volumen de la reaccion fue de 20 uL, por cada producto de PCR se prepararon
dos tubos de microcentrifuga, con 7 pL del producto de PCR purificado cada uno,
se agregaron 13 pL del Forward Sequencing Mix en un tubo y 13 pL del Reverse
Sequencing Mix en el otro tubo; para bacterias se trabajé con el MicroSeq® 500
16S rDNA Bacterial ldentification Sequencing Kit y MicroSeq® D2 LSU rDNA
Fungal Sequencing Mixes para levaduras, se colocaron en termociclador
Mastercycler® Gradient (eppendorf). Las condiciones de la reaccion para bacterias
y levaduras fueron 96 °C durante 10 segundos, 50 °C por 5 segundos y 60 °C 4

minutos, durante 25 ciclos.

Posteriormente se realiz6 la purificacion de la reaccion de secuenciacion, durante
este paso se eliminan los contaminantes de la reaccion para evitar interferencia en

el andlisis del secuenciador, la purificacion se realizd con isopropanol.
- Electroforesis capilar

Los productos de secuenciacion purificados fueron resuspendidos en 15 pL de Hi-
Di™ Formamida y se colocaron el secuenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®) para la obtencién del electroferograma y la secuencia del

microorganismo analizado (Figura 4).

Figura 4. Diagrama de flujo para secuenciacion
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Los conteos microbianos fueron transformados a Log;o ufc/mL o g. Se realizd un
andlisis de varianza (ANOVA) entre las diferentes poblaciones microbianas

obtenidas en las etapas analizadas, las diferencias estadisticas se analizaron

mediante la prueba de Tukey (7 < 0.05) utilizando el programa estadistico SAS

version 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el Sequencing Analysis Software

v5.2 y comparadas con la base de datos MicroSeq®ID Gene Library (Applied

Biosystems®).
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7. RESULTADOS

Los resultados de la investigacién que abarcan los conteos microbianos del queso
de Cincho y Chihuahua, se presentan en dos capitulos del libro Ganaderia y
alimentacion: alternativas frente a la crisis ambiental y el cambio social. Vol. 1
coordinado por Beatriz Cavallotti Vazquez, Alfredo Cesin Vargas, Benito Ramirez
Valverde y Carlos Marcof Alvarez, la obra fue editada por la Universidad
Autonoma Chapingo, pp. 245-264 con ISBN: 978-607-715-080-0.

Los conteos microbianos del queso Oaxaca se presentan en un tercer capitulo del
libro Seguridad alimentaria y produccion ganadera en unidades campesinas.
Coordinado por Beatriz Cavallotti Vazquez, Benito Ramirez Valverde, Alfredo
Cesin Vargas, Gustavo E. Rojo Martinez y Carlos Marcof Alvarez, la obra fue
editada por la Universidad Autbnoma Chapingo, pp. 207-216 con ISBN: 977-833-
444-0.

Otra parte de los resultados estd integrada por dos articulos cientificos, en el
primero se analiz6 la caracterizacién microbiana y bioquimica del queso Oaxaca;
este articulo fue enviado a la Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia.
El segundo articulo engloba la identificacion molecular de las poblaciones
microbianas del queso Oaxaca, realizada en el CIAD Hermosillo. Se presentan los
avances del articulo cientifico con los resultados obtenidos por PCR, estamos en
espera de los resultados de secuenciacién de las poblaciones microbianas.
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Introduccién

En la elaboracién de quesos “tradicionales” o “artesanales” es importante tener en
cuenta no soélo sus caracteristicas nutritivas, sino también su calidad
microbiolégica, deficiencias en la materia prima y durante su procesamiento,
pueden dar origen a un producto que contenga microorganismos que afecten la
calidad del producto final o sean patdgenos para el consumidor, especialmente a
que ni en la materia prima ni el proceso se involucra algun tratamiento térmico. Si
bien la pasteurizacién de la leche es una garante de inocuidad de los quesos, las
reacciones quimicas y bioquimicas desarrolladas en la maduracién asegura un
producto con bajos conteos microbianos (Bachmann y Spahr, 1995).

En México se produce un queso semimaduro que lleva por nombre queso de
“Cincho”, esta asociada al estado de Morelos, (el que se produce localmente) y el
introducido que es elaborado en Veracruz, elaborado con leche cruda de vaca de
cruza cebu con pardo suizo. El término cincho se refiere originalmente a un tipo de
cinturén de hojas de palma que se colocaba alrededor del queso, (Villegas, 2004)
ahora es una cuerda de plastico, su maduracién va desde dos semanas hasta 12
meses, dependiendo de la demanda.

Otra particularidad de este queso es que para su venta se cubre con una pasta de
chile guajillo, es conocido como queso “de cincho”, “queso de Veracruz”, “queso
enchilado de Veracruz” ¢ “queso criollo seco” y hasta la fecha no ha sido
estudiado. Por lo anterior surgid el interés de analizar la calidad microbiana de

quesos frescos de cincho de siete dias y semi-madurado de 30 dias.
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Historia del Queso de cincho

El queso de cincho remonta sus origenes a la zona limite entre el Estado de
Morelos y Guerrero, aungue actualmente es conocido también en Veracruz,

donde es elaborado con leche cruda de vaca criolla y sus cruzas con razas cebd.

Al queso producido en Morelos es conocido como “queso cincho de Morelos”
arraigando la identidad del producto, por otra parte al proveniente de Veracruz
localmente se le conoce como “queso enreatado” y al salir del estado en los
puntos de venta, ambos quesos se ofrecen bajo el nombre de “queso cincho de
Morelos” por ser elaborado en la poblacion de Nuevo Morelos, en Acayucan
Veracruz; fundada a finales de los afios cuarenta por emigrantes cuyo origen es el
Estado de Morelos, algunos pocos de Michoacdn y Guerrero. La produccion
importante de queso data de poco mas de 30 afios, los primeros que empezaron a
elaborarlo fueron los emigrantes de Morelos y Guerrero, la forma de elaboracién
se trajo de esas regiones donde se producia el llamado queso de cinchoy como
la demanda en Morelos era alta y la produccién local no era suficiente para
abastecerla debido a las condiciones mas desfavorables para la produccion de

leche y de queso, iniciaron la venta en su lugar de origen.
Queso de cincho

El queso de cincho es cilindrico, prensado muy salado con presentaciones de Y,
1,2, 25, 3, 4,7, 15y 20 kg aunque los que predominan son los de tres kilos o
menos, puede presentar algunos ojos y tiene corte firme. El que se elabora en
Morelos ha perdido las lineas de cincho y se presenta originalmente de color
natural, no asi el introducido de Veracruz cuya caracteristica particular son las
marcas de reata que tiene en los costados, y su coloracién es roja dado que los
vendedores le agregan una capa de chile, porque que asi lo exigen los
consumidores. El queso lleva un proceso de maduracion de una a tres semanas,

por lo que su aroma es caracteristico (Yescas, 2012).

Su proceso de elaboracién sigue siendo muy tradicional y toma varios dias el

obtener el producto final (Figura 1.)
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Figura 1. Diagrama de flujo de la elaboracién del queso de “Cincho”
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Mercado del queso de cincho

El mercado del queso de cincho es muy localizado, la mayor parte se destina a
los Estado de Morelos y Guerrero, en un inicio el mercado empez6 a partir de
vinculos familiares, ahora la situacion ha cambiado un poco y se ha ampliado a
otras ciudades como Atlixco, Cuernavaca, Iguala, Huitzuco, Altamirano, Arcelia y
Acapulco. Se vende una pequefia proporcion a Tabasco y al Estado de México. La
gente pide el queso con las marcas de la reata, la otra particularidad es que una
vez en los mercados se pinta con chile, son las exigencias del consumidor, si no
tienen éstas dos caracteristicas no se vende igual.
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Se estima que semanalmente se envian 100 toneladas de queso que se distribuye

a intermediarios y tiendas de mercados.
-Recoleccién de muestras

Se analizaron 18 quesos de cincho frescos y madurados, que fueron recolectados
de seis queserias seleccionadas aleatoriamente ubicadas en el Estado de Morelos
en Septiembre de 2011. Las muestras se transportaron bajo condiciones de
refrigeracion para su posterior analisis microbiolégico (NOM-109-SSA1-1994). Los
analisis microbioldgicos se realizaron en el Instituto de Ciencias Agropecuarias y

Rurales (ICAR) de la UAEM, cada muestra se analiz6 por duplicado.
Andlisis microbiolégicos
-Preparacion de diluciones.

Se realizaron diluciones seriadas colocando 10 g de queso en 90 ml de solucién
peptonada, se homogenizaron durante un minuto en una licuadora doméstica, a
partir de ésta se realizaron diluciones decimales consecutivas en solucion de NaCl
0.9% de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994, las diluciones seleccionadas se

sembraron por la técnica de inoculacion en superficie y extension con varilla.
-Poblaciones microbianas analizadas.

El analisis comprendié los conteos de Bacterias Coliformes Totales, Bacterias

Acido Lacticas, Mohos y Levaduras y Staphylococcus.
a) Conteo de Coliformes totales en Placa.

El conteo de Coliformes Totales en Placa se realiz6 siguiendo la (NOM-113 -
SSA1-1994) sembrando en Agar Rojo Bilis Violeta, (ARVB) incubando a 35°C por
24 h.

b) Conteo de Bacterias Lacticas.
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El Conteo de Bacterias Acido LActicas se realiz6 a través de cuenta directa con
medio Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) incubando a 35°C durante 48 h (Lancelle
y Vasek, 2002).

c) Conteo de Mohos y Levaduras.

El conteo de Levaduras se hizo siguiendo la (NOM-111-SSA1-1994) a través de
cuenta directa en medio Agar Papa Dextrosa, (PDA) incubando a 28°C durante
72h.

d) Conteo de Staphylococcus.

La determinacion de Staphylococcus se realiz6 por extension en Agar Baird
Parker enriquecido con emulsion de yema de huevo con telurito de potasio, se
incubaron a 35°C durante 48h (NOM-115-SSA1-1994.

Analisis de resultados

Los conteos fueron transformados a logio ufc/g, Se realizé un analisis de varianza
entre las diferentes poblaciones microbianas obtenidas y una prueba de t pareada
para comparar los quesos frescos y semi madurados, las diferencias se analizaron
mediante la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el programa estadistico SAS
version 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Resultados y discusion

Los conteos microbianos del queso de cincho fresco y semi madurado se
muestran en la Tabla 1. Se puede observar la disminucién de los conteos de las
cuatro poblaciones analizadas en los quesos semi-maduros resultando diferencias

estadisticas significativas (P<0.05) en tres de ellas.

No obstante los valores estan por encima de los limites establecidos en la NOM
para un gramo de muestra de queso, que son <100 UFC de coliformes y
estafilococos y <600 UFC de levaduras (NOM-243-SSA1-2010). Sin embargo los

estudios comparativos que tenemos hasta el momento nos indican que 30 dias de
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maduracion permiten reducir hasta 2 Ordenes logaritmicas los conteos

bacteriol6gicos de coliformes.

Tabla 1. Conteos microbianos del queso de cincho (promedio ufc/g).

QUESO QUESO
GRUPO MICROBIANO
FRESCO MADURADO
Coliformes Totales 26 x10Gb 2.8x104&1
Bacterias Lacticas 6_9x107b 1.7x106a
Mohos y Levaduras 6_9)(107b 1.1x106a
Staphylococcus 6.6x10% 1.1x10%

a, b: Literales diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas (p<0.05)

Fuente: elaboracion propia con datos obtenidos

Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con valores encontrados
por Alcazar et al. (2006) en queso fresco. De acuerdo con diversos estudios
realizados en quesos madurados, el proceso de maduracion tiene un efecto
positivo en la calidad microbiolégica del queso al disminuir las poblaciones
microbianas patdégenas (Cristobal y Maurtua, 2003; Romero-Castillo et al. 2009);
debido a que durante la maduracién suceden una serie de cambios en las
propiedades fisicoquimicas del queso (Gonzélez, 2002), y se crea un sustrato
ideal para la inhibicibn de bacterias potencialmente patdégenas, Sebnem vy
Candam, (2006), reportan la inhibicién de Listeria en queso blanco turco a 45 dias

de maduracion.

Cabe mencionar que durante la maduracién la flora microbiana se encuentra en
constante evolucion y por ello prevalecen distintos grupos microbianos a lo largo

del proceso.

En el queso de cincho analizado, destaca el efecto que pudiera tener la cubierta
de chile en la superficie, diversos autores atribuyen al chile diversas propiedades
curativas y efectos en la salud del consumidor, (LOpez et al. 1995) como

prevencion y/o cura de enfermedades parasitarias, avitaminosis, resfriado y
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antibacterianas, y que este efecto podria atribuirse al principio activo: la capsaicina
(De Witt y Gerlanch, 1990).

Conclusiones

-Se observaron diferencias en tres poblaciones analizadas entre los quesos
frescos y semi-madurados.

-La se mi maduracion de 30 dias tuvo un efecto en la disminucion de la microflora,
siendo un proceso importante en la elaboracion de quesos para asegurar la
calidad microbiana del producto final.

-Todos los conteos se encontraron fuera de la normatividad para quesos frescos y
semi madurados.

-La cubierta de chile en los quesos semi madurados influye en los conteos

microbianos del queso de cincho.
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Introduccién

La fabricacion de queso a nivel nacional se puede dividir en dos grupos: el
formado por la elaboracion de quesos con leche pasteurizada, que cumple con la
normatividad, perteneciente a las grandes empresas lacteas comerciales y el que
elabora quesos a partir de leche cruda, que no cumplen con las normas sanitarias,
tipica en queserias artesanales, lo que implica un riesgo para la salud (Verrey,
1992).

Por tal razén a partir de 2010 entr6 en vigor la NOM-243-SSA1-2010 que
establece que todo el queso deberd elaborarse con leche pasteurizada, para
asegurar la inocuidad y limpieza del producto, con este proceso se destruyen los
microorganismos patégenos presentes en la leche y permite reducir los riesgos de

transmision de enfermedades causadas por la contaminacion (Little et al. 2008).

En México el queso Chihuahua es uno de los mas producidos con mas de 60
toneladas diarias (SIAP, 2011), goza de un gusto especial entre los consumidores
que le permite ocupar actualmente un lugar reconocido en el mercado nacional. El
sabor y las caracteristicas como el aporte técnico-cultural de los Menonitas al
gueso, generaron fama y prestigio en el comercio originalmente regional y al correr
del tiempo su mercado se expandié a varios estados del pais e incluso al

extranjero. (Galicia, 2005).

En el estado de Chihuahua se le conoce como “queso Menonita” y en el resto del
pais se le conoce como “queso tipo Chihuahua” o “queso Cheddar” (Benech et al.
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2003), actualmente estos quesos se producen con leche pasteurizada y sin
pasteurizar; sin embargo, a partir de una fuerte politica por parte del Gobierno del
Estado para mejorar las condiciones de elaboracion del producto se ha dado un
fuerte impulso al desarrollo tecnoldgico de las empresas menonitas productoras de
gueso para que integren la pasteurizacion en su proceso, de forma que cumplan
con la legislacion para asegurar la inocuidad y limpieza del producto asi como con

un amparo de distincién y calidad (Lau, et al. 1991).

Por lo anterior es importante conocer las caracteristicas microbianas de este
producto, por lo que el objetivo del trabajo fue evaluar microbiolégicamente en

guesos Chihuahua elaborados con leche pasteurizada y sin pasteurizar.
Quesos en México

La produccién de quesos en el pais es una de las actividades mas importantes en
el ramo de alimentos, la cadena leche-queso ocup6 en el 2007 el tercer lugar
dentro de la industria alimenticia (SIAP, 2008).

Las principales zonas productoras de queso, ademas de las dos grandes areas
reconocidas conformada por los Altos de Jalisco y la comarca lagunera, incluyen a
los Estados de Chihuahua, Oaxaca, Querétaro, Aguascalientes, Jalisco,
Guanajuato, San Luis Potosi, Michoacan, Puebla, Tlaxcala, Toluca y Chiapas
(Hursh, 2006).

De acuerdo con Villegas (2004), a lo largo y ancho del territorio nacional se
elabora una gran variedad de quesos que poseen una fuerte raiz historica y gozan
de cierta tradicion, a veces localizada regionalmente. Algunos quesos tipicos como

el Fresco, Doble Crema, Oaxaca, Chihuahua, Panela, etc.

La mayoria de los quesos que se elaboran en México son frescos o de corta
maduracién, producidos a partir de leche fluida de vaca, el aspecto negativo que
se les atribuye, es que no son totalmente garantes de inocuidad, por elaborarse
con leche “bronca”, sin pasteurizar (Cervantes, et al. 2006) representando un

riesgo en salud publica (Loguercio y Aleixo, 2001).
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Queso Chihuahua

El estado de Chihuahua se ubica en el cuarto lugar en produccion de leche a nivel
nacional y sobresalen las cuencas de las regiones de Delicias y Cuauhtémoc
(SIAP, 2011). Los productores de estas regiones desarrollaron alternativas de
forma artesanal para la elaboracién de queso para su autoconsumo; en 1921 se
establecieron en Chihuahua en las llanuras de los municipios de Cuauhtémoc,
Namiquipa y Riva Palacio un grupo de colonos menonitas provenientes de Canada
que se dedicaban a la agricultura, fruticultura, ganaderia y fabricacion de queso
(Arredondo, 2012).

La migracibn de este grupo introdujo la elaboracion de queso Cheddar,
transmutando su nombre a “queso Menonita” por el grupo religioso al que
pertenecian los productores; fuera del Estado tomdé el nombre de “queso

Chihuahua”, como es conocido en la actualidad.

El queso Chihuahua se define como: “El producto que se obtiene a partir de leche
pasteurizada entera de vaca sometida procesos de coagulacién, cortado,
desuerado, fermentado, salado, prensado y madurado durante un periodo minimo
de 7 dias a temperatura y humedad controladas; sin que se hayan empleado en su
elaboracién grasas o proteinas no provenientes de la leche” y se encuentra dentro

de la clasificacion de quesos madurados prensados (NOM-243-SSA1-2010).
Caracteristicas del queso Chihuahua

El queso Chihuahua es un queso de forma cilindrica, de aproximadamente 10 cm
de altura, con corteza dura y lisa recubierta por cera o tela, pasta firme y lisa de
coloracién crema-amarillo claro, cuando se emplea colorante para darle un color

anaranjado se le conoce como queso tipo Chester y Cheddar.

Existen dos presentaciones, la tradicional rueda de 4.5 Kg y 9 Kg cubierto por
cera y una manta y en barra que varia de 1.5Kg a 2. 2Kg empacado al vacio y
etiquetado (Galicia, 2005).
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Durante su elaboracion destaca el proceso de chedarizacidén, que consiste en el
apilado de bloques de cuajada tibia en la tina de queseria por aproximadamente
30 minutos; durante este periodo se incrementa rapidamente la concentracién de
acido lactico y conforme los bloques de cuajada son apilados, su estructura se
aplana y cualquier cavidad u “0jo” presente se pierde en la cuajada prensada y el

periodo de maduracién minimo de siete dias.
Normatividad del queso

El queso Chihuahua se elabora con leche pasteurizada y leche cruda de vaca, sin
embargo el Gobierno del Estado junto con productores, camaras empresariales,
instituciones educativas y de investigacion, establecieron la normatividad para la
fabricacion del queso Chihuahua (NMX-F-738-COFOCALEC-2011), concordando
con la NOM-243-SSA1-2010, en la que se exige la pasteurizacion de la leche para
la elaboracion del queso, con la finalidad de destruir los microorganismos
patdgenos causantes de enfermedades, ademas de la adicién de cultivos lacticos,
con cierto tiempo de maduracion y por supuesto sea producido Unicamente en el

estado, lo cual da mayor competitividad a los queseros de la entidad.
Metodologia
-Recoleccién de muestras

Se analizaron 18 quesos Chihuahua elaborados con leche pasteurizada y sin
pasteurizar, que fueron recolectados de seis queserias seleccionadas
aleatoriamente ubicadas en Ciudad Cuauhtémoc, Chihuahua en Octubre de 2011.
Las muestras se transportaron bajo condiciones de refrigeracion para su posterior
analisis microbiolégico (NOM-109-SSA1-1994). Los analisis microbiologicos se
realizaron en el Instituto de Ciencias Agropecuarias y Rurales (ICAR) de la UAEM,

cada muestra se analizo por duplicado.
Analisis microbiolégicos

-Preparacion de diluciones.
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Se realizaron diluciones seriadas colocando 10 g de queso en 90 ml de solucién
peptonada, se homogenizaron durante un minuto en una licuadora doméstica, a
partir de ésta se realizaron diluciones decimales consecutivas en solucion de NaCl
0.9% de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994, las diluciones seleccionadas se

sembraron por la técnica de inoculacion en superficie y extension con varilla.
-Poblaciones microbianas analizadas.

El analisis comprendié los conteos de Bacterias Coliformes Totales, Bacterias

Acido Lacticas, Mohos y Levaduras y Staphylococcus.

a) Conteo de Coliformes totales en Placa.

El conteo de Coliformes Totales en Placa se realiz6 siguiendo la (NOM-113 -
SSA1-1994) sembrando en Agar Rojo Bilis Violeta, (ARVB) incubando a 35°C por
24 h.

b) Conteo de Bacterias Lacticas.

El Conteo de Bacterias Acido LActicas se realizé a través de cuenta directa con
medio Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) incubando a 35°C durante 48 h (Lancelle
y Vasek, 2002).

c) Conteo de Mohos y Levaduras.

El conteo de Levaduras se hizo siguiendo la (NOM-111-SSA1-1994) a traves de
cuenta directa en medio Agar Papa Dextrosa, (PDA) incubando a 28°C durante
72h.

d) Conteo de Staphylococcus.

La determinacion de Staphylococcus se realiz6 por extensiébn en Agar Baird
Parker enriquecido con emulsion de yema de huevo con telurito de potasio, se
incubaron a 35°C durante 48h (NOM-115-SSA1-1994.

Gabriela Castro Castillo
-58-



Analisis de resultados

Los conteos fueron transformados a logio ufc/g, Se realizé un analisis de varianza
entre las diferentes poblaciones microbianas obtenidas y una prueba de t pareada
para comparar los quesos pasteurizados y sin pasteurizar, las diferencias se
analizan mediante la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el programa estadistico
SAS version 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Resultados y discusion

Se observaron diferencias para las poblaciones de Coliformes Totales y Bacterias

lacticas entre quesos pasteurizados y sin pasteurizar (p<0.05), (Tabla 1).

Los conteos mas elevados correspondieron a los quesos elaborados con leche
cruda, resultados similares a lo encontrado por Bricker (2005) en su trabajo de la
microflora del queso Menonita, formada por coliformes, enterococos Yy
Staphylococcus coagulasa positivos presentes en los quesos elaborados con

leche cruda.

Tabla 1. Conteos microbianos del queso Chihuahua (promedio log;o ufc/g).

GRUPO MICROBIANO QUESO CON QUESO CON
LECHE LECHE SIN
PASTEURIZADA PASTEURIZAR
Coliformes Totales 3.86° 5.63%
Bacterias Lacticas 6.88° 7.61°
Mohos y Levaduras 7.23% 7.66°%
Staphylococcus 6.38% 6.42°

a,b: Literales diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas (p<0.05)

Fuente: elaboracion propia con datos obtenidos.

Todos los valores se encontraron fuera de los parametros permitidos por la
normatividad NOM-243-SSA1-2010 que establece <100 UFC/g para Coliformes,
500 UFC/g y <100 UFC/g para Staphylococcus. Esta situacion llama la atencion,
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especialmente en los quesos elaborados con leche pasteurizada (como lo indica la
etiqueta), puesto que estos resultados sugieren problemas en el proceso de
elaboracion representando un riesgo en la salud del consumidor, porque estos
productos se comercializan frescos y con tiempo insuficiente de maduracion
(Peldez et al. 2003); por su parte Chacon y Lopez, (2000) reportan valores en
quesos de pasta prensada, en donde la pasteurizacion redujo la carga microbiana
inicial en la leche y permiti6 obtener un producto terminado conteniendo casi
exclusivamente bacterias lacticas, a diferencia del queso artesanal, en que la
cuenta total de hongos y levaduras, coliformes y E. coli fue mas alta por ser

elaborado con leche sin pasteurizar.

Los valores de coliformes y Staphylococcus coinciden a los reportados en quesos
fabricados con leche sin pasteurizar que superan ampliamente la norma de
referencia (Romero-Castillo et al. 2009). Vasek et al. (2004) expresa que estos
indicadores de las condiciones higiénico-sanitarias, revelan deficiencias de
importancia en la elaboracion de los quesos, donde el mayor riesgo reside en que
estos productos se comercializan con muy poco tiempo de maduracion (7 dias en
el gueso Chihuahua), tiempo insuficiente para permitir que las bacterias lacticas
naturalmente presentes sean capaces de producir una adecuada concentracion de

acido y actuar como biopreservantes.

Las bacterias lacticas son microorganismos deseables en un queso, la importancia
radica en sus propiedades benéficas y funcionales para la salud humana,
fermentan la lactosa, acidifican el pH e impiden el desarrollo de microorganismos
patdbgenos al producir numerosos compuestos antimicrobianos de naturaleza
proteica denominados bacteriocinas (Martin, 2008). Los conteos del queso
Chihuahua son similares a los reportados por Alvarado et al. (2007) para el queso

ahumado elaborado con leche cruda.

La ocurrencia de levaduras en productos lacteos artesanales es frecuentemente
alta, dado que estan presentes en el ambiente agropecuario, pudiendo

encontrarse en leche o ambiente de elaboracion quesero, (Orbera, 2004), los
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conteos son similares a los reportados por Fente et al. (2002), donde las levaduras

fueron superiores a los coliformes y a bacterias lacticas.

De acuerdo a los conteos obtenidos, se formaron tres grupos microbianos: el
primero conformado por levaduras y bacterias lacticas, el segundo por
Staphylococcus y el tercero por Coliformes Totales (p<0.05) para ambos quesos

analizados (Figura 1).

Figura 1. Grupos microbianos observados en el queso Chihuahua.
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POBLACIONES MICROBIANAS
W CON LECHE PASTEURIZADA B CON LECHE SIN PASTEURIZAR

a,b,c: Literales diferentes indican diferencias entre las poblaciones microbianas(p<0.05)
Fuente: elaboracion propia con datos obtenidos.

Un aspecto interesante que se observo al analizar las muestras fue el efecto de
“‘inflado” en algunos quesos pese a estar envasados al alto vacio, y ostentar la
etiqueta de elaboracion con leche pasteurizada, lo anterior sugiere la presencia de
coliformes fecales (Lancelle y Vasek, 2002), de acuerdo con Monsalve y Gonzalez
(2005), los coliformes totales, Escherichia coli y Staphylococcus son los
microorganismos indicadores de la calidad sanitaria de los procesos de

pasteurizacion e higiene de equipos y materiales empleados.
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La pasteurizacion tiene un efecto positivo sobre las poblaciones de coliformes al
disminuir su conteo, pero tiene un impacto negativo en la flora natural benéfica
presente en la leche (Sameh et al. 2007), por lo que seria conveniente evaluar que
tanto la presencia de patdgenos podria ser en realidad un problema a nivel
epidemioldgico para este tipo de quesos manufacturados con leche no pasterizada
(Bouton y Grappin, 1998), cabe aclarar que la sola presencia de coliformes no
asegura la presencia de patdgenos, pero que entre mayor sea el numero de
coliformes mayor probabilidad habra de encontrar especies patdgenas de

importancia en salud publica (Martinez, 2008).

Por otra parte se encontré que la pasteurizacibn no garantiza la inocuidad del
producto final y se deben evaluar todas las acciones involucradas en la
elaboracion de queso, la Secretaria de Salud y la SAGARPA podrian crear
programas para educar a productores de como mantener su ganado saludable, la
leche en estado inocuo, y no solo crear leyes que criminalizan la produccion
artesanal de queso en México como lo describe Gutiérrez (2012) en su nota “Al

rescate y preservacion de los tradicionales quesos mexicanos”.
Conclusiones

-La poblacion microbiana del queso Chihuahua estd formada por Coliformes
totales, bacterias acido lacticas, levaduras y Staphylococcus, siendo el grupo
predominante el formado por BAL y Levaduras.

-Se encontraron diferencias entre quesos elaborados con leche pasteurizada y sin
pasteurizar, para coliformes y bacterias lacticas, sin embargo todos los conteos
estan fuera de los limites permitidos por la normatividad para ambos quesos.

-Se puede observar que la pasteurizacion y el tiempo insuficiente de maduracion
no son una herramienta para asegurar la calidad sanitaria del queso Chihuahua

debiendo tener especial atencion en evitar la contaminacion post-pasteurizacion.
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Caracterizacion de la microflora nativa del queso Oaxaca tradicional.

Gabriela Castro Castillo*. Angel Roberto Martinez Campos™ Francisco Ernesto

Martinez Castafieda’ y Angélica Espinoza Ortega®.
lInstituto de Ciencias Agropecuarias y Rurales. Universidad Auténoma del Estado

de México.

Introduccién

En la elaboracién de queso, la fermentacion de la leche ocurre principalmente por
cultivos iniciadores que son afadidos deliberadamente o forman parte de la
microbiota seleccionada naturalmente por las condiciones del proceso (Boylston et
al. 2004), situacibn observada en la mayoria de los quesos artesanales;
apreciados por su tipicidad y caracteristicas organolépticas, generalmente
atribuidas a la actividad metabdlica de la microbiota autdéctona presente en la
leche cruda utilizada en su elaboracion (Topisirovic et al. 2006).

El proceso artesanal de quesos se caracteriza por la transformacion de la leche en
queso mediante procedimientos rdsticos que utiliza como materia prima leche
entera de vaca sin pasteurizar (Reimer et al. 2005). Estos quesos son
considerados como riesgo para la salud del consumidor debido a su pobre calidad
bacteriana (Rodriguez, et al. 2009), no obstante diversos estudios a nivel mundial
han demostrado que no toda la flora presente en estos productos es patdgena,
diversos microorganismos poseen caracteristicas y propiedades deseadas como
las bacterias acido lacticas (BAL), al grado de ser reconocidas por la FDA (Food
and Drug Administration) por su actividad biopreservante, antimicrobiana, y con
efectos benéficos en la salud del humana (Molenaar and Van Hylckama, 2010).
Para el caso mexicano, poco se ha trabajado en los quesos tradidionales del pais,
por lo que es una amplia area de investigacion.

El queso Oaxaca es uno de los quesos tradicionales mexicanos de gran
importancia y mayor consumo en el pais (Villegas, 2004), es un queso fresco,
ligeramente &cido, de pasta blanda hilada y se caracteriza por ser elaborado con
leche cruda de vaca, sin la adicion de cultivos iniciadores y el amasado de la

cuajada en agua caliente para formar las grandes hebras tipicas de este producto
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gue se entrelazan para hacer una bola de queso (M. De Oca-Flores et al. 2009;
Villanueva-Carvajal et al. 2012), dada su importancia y potencial es necesario el
rescate e identificacion de su microflora nativa. El objetivo de la investigacion fue
caracterizar la microflora nativa (Coliformes totales, Bacterias acido lacticas (BAL),
levaduras y Staphylococcus) presente en tres fases de elaboracion del queso
Oaxaca tradicional: leche, cuajada y queso.

Desarrollo del tema

Caracteristicas de la zona de produccion

La zona noroeste del Estado de México integrada por los municipios de Aculco,
Polotitlan, Soyaniquilpan y Jilotepec, es considerada una de las mas productivas
de leche, aproximadamente el 82% de la produccion se destina para la
elaboracion de quesos frescos tradicionales, crema y requeson (Espinoza et al.
2002), ubicandola en una zona de estudio importante. En el municipio de Aculco
se concentra la mayor parte de queserias tradicionales y cuenta con un prestigio
reconocido por parte de los consumidores, como productor de quesos frescos
elaborados con 100% leche cruda de vaca y sin la adicién de productos ajenos
como extensores (Espinosa, 2009). El queso que mas se produce es el Oaxaca
con un 67% del volumen de leche empleada, ya que es la variedad preferida por
los consumidores debido a que es empleado para elaborar quesadillas o quesos

fundidos, que acompafian grandes platillos tipicos mexicanos (Villegas, 2003).

Estudios previos en la zona de estudio revelan mala calidad de la leche, que se
explica por una razon importante, los queseros prefieren leche acida la cual
presenta elevados conteos bacterianos, debido a que la elevada acidez facilita la
elaboracion del queso oaxaca, ademas de elevados conteos de Coliformes
observando que la carga bacteriana se mantiene constante durante todo el
proceso de elaboracion hasta el queso terminado, siendo interesante el estudio y

caracterizacion de la microbiota nativa presente en el producto analizado.

Queso Oaxaca tradicional
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El nombre del queso se liga el estado de Oaxaca que es su lugar de origen,
aunque en dicho Estado se conoce como “quesillo”, es uno de los quesos que
goza de mayor prestigio entre los consumidores en México y se elabora en varios
estados de la republica como Hidalgo, Estado de México, Puebla, Tlaxcala,
Querétaro y Oaxaca. Se produce a partir de leche de ganado estabulado Holstein
y sus cruzas (Cervantes et al. 2008). Es un queso blanco, fresco y al igual que el
Mozzarella pertenece al grupo de los quesos de pasta hilada (filata, en italiano)
debido a que durante su elaboracién la cuajada, previamente acidificada, se
somete a un amasado con agua caliente que permite plastificarla y estirarla; de tal
forma que pueda formar bandas, a su vez constituidas por estructuras un tanto
alineadas que se pueden separar como “hilos” y se presenta tipicamente en forma
de “bolas” 6 “madejas” de diferentes tamafios que pueden ser desde algunos

gramos hasta cinco kilogramos (Villegas, 2004).

El proceso artesanal del queso en la zona de estudio se caracteriza por el empleo
de leche cruda de vaca, utensilios rusticos, no cuentan con la tecnologia adecuada
para llevar a cabo un control estricto de los parametros del proceso, un entorno
rural, saber-hacer y conocimientos tradicionales entre otros; desafortunadamente
es asociado por una gran parte de la poblacion y de las autoridades, con lo sucio y
no garantes de inocuidad (Cervantes et al. 2006); dado que el queso se elabora
con leche cruda de vaca. Su proceso de elaboracion es sin la adicion de cultivos
iniciadores, la leche se deja acidificar naturalmente o se afiade leche &cida del dia
anterior antes de cuajarla, la cuajada se corta manualmente y se deja acidificar,
posteriormente es amasada en agua caliente a 60°C y estirada para formar largas
hebras de paredes lisas brillantes que se entrelazan para hacer una bola de
gueso. Su elaboracion requiere mucha destreza, ya que es necesario controlar la
acidez de la leche, la acidificacion de la cuajada, la determinacion del “punto de
hebra”, y el amasado de la pasta, caracteristicas artesanales valiosas del proceso

de elaboracion.
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Metodologia

Se analizaron 26 muestras para cada fase (leche, cuajada y queso), recolectadas
de queserias tradicionales ubicadas en Aculco, Estado de México, las muestras
fueron transportadas bajo condiciones de refrigeracion (NOM-109-SSA1-1994). Se
midio el pH de las muestras potenciémetro, (AOAC 981.12) el analisis se realizo
por triplicado.

Se determinaron coliformes totales en Agar Rojo Bilis Violeta, (ARVB) incubando a
35°C por 24 h., Bacterias Acido LActicas (BAL), a través de cuenta directa con
medio Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) incubando a 35°C durante 48 h,
levaduras, a través de cuenta directa en medio Agar Papa Dextrosa, (PDA)
incubando a 28°C durante 72h y Staphylococcus por extension en Agar Baird
Parker enriquecido con emulsion de yema de huevo con telurito de potasio,
incubados a 35°C durante 48h (NOM-243-SSA1-2010). Cada analisis
microbiolégico se realiz6 por duplicado. Se aislaron y purificaron colonias
representativas para cada grupo microbiano y se sometieron a pruebas
fenotipicas, los datos fueron transformados a logio UFC/ml o g y analizados
mediante un analisis de varianza, las diferencias estadisticas se analizaron

mediante la prueba de Tukey (P < 0.05) utilizando el paquete estadistico SAS V.9.

Resultados

Los valores promedio de pH se muestran en la Figura 1 y los resultados son
similares a los obtenidos por otros autores para este mismo producto: 6.4 para
leche y 5.3 para queso (Villanueva—Carvajal et al. 2012), quienes reportan que el
pH bajo de la leche representa una ventaja en la rapidez del proceso de
elaboracién del queso, aunque esto represente un riesgo en salud publica. El pH
es un factor que esta intimamente relacionado con el crecimiento de
microorganismos, el desarrollo de la flora lactica, actividad enzimatica e inhibicion
de microorganismos causantes de defectos o productores de infecciones o
intoxicaciones alimentarias; por lo que entre mas bajo sea su valor menor
probabilidades habra de encontrar especies patégenas en el producto,
considerando reportes en donde a pH acidos por debajo de 5 se encuentra sélo

microflora benéfica. La leche constituye un excelente sustrato para la proliferacion
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de microorganismos debido a su alto contenido de nutrientes, aunado a su pH
ideal para el desarrollo de bacterias (6.6.-6.8), destacando la importancia del
manejo adecuado Y refrigeracion de la leche destinada a queseria con la finalidad

de obtener un producto de calidad aceptable.

Figura 1. Valores promedio de pH de las muestras analizadas
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Fuente: Elaboracion propia

Los valores promedio de coliformes totales fueron de 9.7x10® UFC/ml, para leche,
3.6x10° UFC/g en cuajada y 6.5x10° UFC/g en queso; superando ampliamente las
1000 UFC/ml permitidas por la NMX-F-700-COFOCALEC-2004 para leche y las
100 UFC/g para queso (NOM-243-SSA1-2010), los valores se encontraron en el
nivel reportado por otros autores para leche cruda destinada a la elaboracion de
quesos frescos tradicionales, en la zona de estudio (Vazquez et al. 2009). Su
presencia en la cuajada se debe a que en ésta fase se expone directamente al
medio ambiente a una temperatura entre 35 y 37 °C y que resulta 6ptima para el
crecimiento bacteriano, finalmente la existencia de coliformes totales en las
muestras de queso, no implica necesariamente presencia de materia fecal en el

alimento o presencia de patégenos entéricos, indica mas bien contaminacion post-
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proceso térmico como pueden ser fallas en la refrigeracion, a la manipulacion
directa y empleo de utensilios rusticos en el proceso de elaboracion, en
conclusién, por las deficientes practicas de fabricacion en la queseria (Cristobal y
Maurtua, 2003).

Las BAL fueron de 3,5x10° UFC/ml en leche, 1x10*® UFC/g en cuajada y para
queso 2.3x10'° UFC/g, En cuajada, se observa el incremento de un orden
logaritmico con respecto a la leche, es importante resaltar éste resultado ya que
es similar a los datos reportados en quesos donde se adiciona un cultivo iniciador
en la leche. Es precisamente por ésta capacidad que en las dos ultimas décadas
las BAL han recibido mucha atencién. Debido a su importancia comercial las
investigaciones se enfocan en aislar nuevas cepas con el fin de estudiar sus
potencialidades al producir diferencias significativas en la calidad de los quesos
(Centeno et al. 1996) dada su capacidad inhibitoria basada en la generacion de
productos metabdlicos mediante mecanismos inespecificos (acidos organicos,
peroxido de hidrégeno, diacetilo) o especificos como es el caso de las
bacteriocinas. La normatividad no exige parametros para este grupo microbiano
debido a que es considerado como microorganismos benéficos en los lacteos.

Los valores de levaduras fueron de 6x10° UFC/ml en leche, cuajada con 3.1x10"°
UFC/g y 6,5x10%° UFC/g para queso. La ocurrencia de levaduras en productos
lacteos artesanales es frecuentemente alta, dado que estan presentes en el
ambiente agropecuario, pudiendo encontrarse en leche y ambiente de elaboracién
quesero, de acuerdo a los estudios de los puntos criticos en queseria de Sandrou
y Arvanitoyannis, (2000), su incidencia es mas comun y se considera un problema
recurrente  en quesos madurados o almacenados demasiado tiempo en
refrigeracion, algunos autores consideran que las levaduras no producen
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), pero pueden causar deterioro en
el producto. La presencia de este grupo microbiano en el queso, pudo deberse a la
posible contaminacién del queso por el ambiente debido al calor himedo en la
qgueseria durante la produccion, ya que las levaduras presentan su mayor
crecimiento a temperaturas entre 20°C y 30°C en un ambiente himedo, ademas el

qgueso brinda un medio acido que permite su desarrollo (Lopandica et al. 2006)
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Los Staphylococcus fueron el recuento mas bajo de los grupos analizados, con
1.5x10° UFC/ml, 7.4x10® UFC/g y 3.1x10° UFC/g, para leche, cuajada y queso
respectivamente. Sin embargo estos resultados indican serias fallas sanitarias
durante la recoleccion de la leche, debido a las malas practicas de manipulaciéon
en el ordefio de los proveedores de leche a la queseria, aunado a una
refrigeracion inadecuada o falta de ella inmediatamente después que se ha
obtenido la misma (Sampaio y Nader, 2000). Los valores obtenidos son superiores
a 1,6x10° UFC/g de Staphylococcus, reportado por Sengill (2006), en su
caracterizacion del queso turco Civil, estos valores indican un riesgo en el
consumidor debido a intoxicaciones por la toxina estafilococica.

Los recuentos microbianos de coliformes totales, bacterias lacticas, levaduras y
Staphylococcus analizados en leche, cuajada y queso, se muestran en el Cuadro
1. Todos los recuentos superan los limites maximos establecidos por la
normatividad (NOM-243-SSA1-2010), se observo diferencia (P<0.05) para leche y
queso con respecto al numero de bacterias coliformes totales, bacterias lacticas y
levaduras, Staphylococcus no se presento diferencia entre las fases analizadas.

Cuadro 1. Recuentos microbianos del queso Oaxaca tradicional.

Grupo )

. ] Leche Cuajada Queso NOM-243-SSA1-2010
microbiano

(Logioufc/g)
Coliformes 8.3+0.8°  8.8+0.8% 9.0+0.92 2
Bacterias lacticas  8.9+0.7° 9.4+0.72 9.8+0.8° NE

Levaduras 9.0+0.9°  9.5+0.9% 9.9+0.92 2.7

Staphylococcus  8.6+0.6° 8.5+0.5% 9.0+0.7% 3

Valores con letras diferentes en la misma fila, indican diferencias (P<0.05)

Fuente: Elaboracion propia con datos obtenidos.

Se aislaron y purificaron 43 cepas de bacterias lacticas, 38 de coliformes, 24 de

levaduras y 16 de Staphylococcus obtenidas del total de muestras analizadas
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(Cuadro 2), la mayoria de las cepas fueron aisladas de las muestras de queso

Oaxaca, posteriormente de cuajada y en menor numero de la fase de leche.

Cuadro 2. Cepas aisladas en las fases analizadas.

— Cepas .
Grupo microbiano _ Leche Cuajada Queso
aisladas
Coliformes 38 10 9 19
Bacterias lacticas 43 9 27
Levaduras 24 5 14
Staphylococcus 16 3 4 9

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo a la caracterizacion fenotipica se encontré que las bacterias lacticas
fueron colonias blancas, Gram positivas, catalasa negativas, de las 43 cepas
aisladas, el 72.1% (n=31) pertenece al género Lactococcus y 27.9% (n=12) a
Lactobacillus de acuerdo a los perfiles bioquimicos realizados, resultados similares
a los obtenidos por Alvarado y col. (2007) en la caracterizacion del queso
venezolano andino artesanal, que es un queso fresco elaborado con leche cruda
de vaca, estos géneros son los mas reportados en quesos y son de gran
importancia al jugar un papel crucial en la disminucion de pH, produccion de acido
lactico y otros compuestos que poseen actividad antimicrobiana relevante contra
patdgenos y son reconocidos como cultivos iniciadores. La presencia de E. coli
fue del 10.53% (n=4) del total de las 38 cepas pertenecientes a coliformes,
resultados inferiores a los reportados en queso artesanal de Corrientes, Argentina
donde E. coli se detectd en el 80% de los quesos, siendo fundamental determinar
la variedad de serotipos toxigénicos por sus implicaciones conocidas en la salud
(Saad et al. 2001). La presencia de Staphylococcus aureus coagulasa (+)
representd el 37.5% (n=6) de las 16 cepas aisladas, valores inferiores a los
reportados por Sampaio y Nader, (2000) donde la presencia fue del 53.4% en
queso frescal implicando la posible presencia de enterotoxina estafilococica,

capaces de provocar intoxicaciones alimentarias. La presencia de estafilococos
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coagulasa negativos en el queso evaluado, coincide con los resultados obtenidos
por Lemus y col. (2008) quienes reportan predominio de estafilococos coagulasa
negativos (67.7%) sobre los coagulasa positiva (32.2%).

La presencia de Staphylococcus en queso Oaxaca elaborado artesanalmente,
evidencia contaminacion post-elaboracién proveniente del contacto con la piel, la
boca o fosas nasales de quienes manipulan el queso; material, equipo de trabajo y
la leche.

Dentro del grupo de levaduras analizadas, se observé la presencia predominante
del género Rhodotorula, de acuerdo a las caracteristicas fenotipicas encontradas:
colonias redondas, convexas, brillantes, de color salméon y con formacion de
blastosporas. Resultados que concuerdan con el trabajo de Guaman-Burneo y
Carvajal-Barriga quienes sefialan que estas caracteristicas de levaduras rosadas o
rojas pertenecen al género Rhodotorula, de gran importancia en la industria y
farmacéutica por los pigmentos carotenoides presentes que le confieren colores
caracteristicos a las colonias y proteccion contra efectos dafinos de la radiacién
UV. Esta levadura posee una amplia distribucion en la naturaleza y presenta una
asombrosa capacidad de adaptarse a ambientes extremos; es contaminante en el
ambiente quesero como lo sugieren estudios en microambientes de queseria.
Finalmente, es importante evaluar que tanto la presencia de grupos microbianos
no deseados podria ser en realidad un problema a nivel epidemiolégico para este
tipo de quesos elaborados con leche cruda. No obstante, cabe aclarar que la sola
presencia de coliformes o levaduras no asegura la presencia de patégenos, pero
que entre mayor sea su conteo, mayor probabilidad habra de encontrar especies
de importancia en salud publica destacando la importancia de caracterizar las
poblaciones microbianas del queso mediante técnicas moleculares que permitan

llegar a la identificacion con mayor rapidez y certeza.

Conclusiones
= La microflora del queso Oaxaca se observaron coliformes totales
especificamente la presencia de E. coli, bacterias lacticas, del género

Lactococcus y Lactobacillus, y S. aureus coagulasa (+) con mayor incidencia
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en las muestras de queso y dentro del grupo de levaduras destaco el género
Rhodotorula.

» No se observo efecto del pH sobre las poblaciones microbianas no deseadas.

» Es importante realizar estudios de identificacion de especie, para determinar si
existen microorganismos que pudieran provocar alguna enfermedad de origen
alimentario; por otra parte es imprescindible implementar un plan de control y
monitoreo en toda la cadena de elaboracion de queso Oaxaca, a fin de eliminar
focos de contaminacién para la obtencion de un producto artesanal de mejor

calidad.
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Resumen:

El queso Oaxaca tradicional goza de gran reconocimiento y consumo a nivel
nacional, al ser elaborado con leche cruda de vaca es considerado como factor de
riesgo a la salud, sin embargo se encuentra flora natural no patégena como las
bacterias lacticas (BAL), que le proporciona caracteristicas extraordinarias y su
reconocida tipicidad siendo importante su caracterizacion. Se realizd el conteo,
aislamiento y caracterizacion fenotipica (pruebas morfologicas, bioquimicas,
factores de crecimiento y fermentacion) de coliformes totales, BAL, levaduras y
Staphylococcus en las etapas de leche, cuajada y queso. Todos los recuentos se
encontraron fuera de la normatividad mexicana (NOM-243-SSA1-2010), se
observo diferencia (p<0.05) entre la etapa de leche y queso para coliformes
totales, BAL y levaduras. Se aislaron 43 cepas de BAL, 38 de coliformes, 24 de
levaduras y 16 de Staphylococcus. El 72,1% de las BAL correspondié al género
Lactococcus y el 27,9% a Lactobacillus, se detectd la presencia de E. coli,
Staphylococcus aureus coagulasa (+) y Rhodotorula en levaduras. Los resultados
muestran deficientes practicas de higiene en la elaboracién de queso Oaxaca,
siendo importante la identificacion de la microbiota autdctona y monitoreo en toda
la cadena productiva a fin de obtener un producto artesanal inocuo y de mejor
calidad.

Palabras clave: Queso Oaxaca, pasta hilada, inocuidad, coliformes, bacterias

acido lacticas, Staphylococcus.
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Abstract

The traditional Oaxaca cheese is highly regarded nationally and its consumption,
being made from raw cow's milk is considered as a risk factor to health, however is
nonpathogenic natural flora and lactic acid bacteria (LAB), which provides unique
characteristics and typicality recognized to be important characterization. Count
was performed, isolation and phenotypic characterization (morphological tests,
biochemical, growth factors and fermentation) of total coliforms, LAB, yeasts and
Staphylococcus in the stages of milk, curd and cheese. All counts were found
outside Mexican standards (NOM-243-SSA1-2010), was no difference (P<0.05)
between the stage of milk and cheese for total coliforms, LAB and yeasts. 43
strains were isolated from BAL, coliform 38, 24, 16, yeasts and Staphylococcus.
The 72.1% of the BAL corresponded to the genus Lactococcus and 27.9% for
Lactobacillus, we detected the presence of E. coli, Staphylococcus aureus,
coagulase (+) and yeast Rhodotorula. The results show poor hygiene practices in
Oaxaca cheese making and it is important to identify the indigenous microbiota and
monitoring throughout the production chain in order to get a handmade product

safe and of better quality

Key words: Oaxaca cheese, filata paste, safety, coliforms, lactic acid bacteria,

Staphylococcus.
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Introduccién

La leche constituye un excelente sustrato para la proliferacion de microorganismos
debido a su alto contenido de nutrientes, por ello, es de importancia fundamental
determinar la calidad higiénica y sanitaria de la leche y sus derivados, entre ellos
el queso por ser uno de los productos de mayor consumo. El queso Oaxaca liga
su nombre al Estado de Oaxaca que es su lugar de origen, aunque en dicho
Estado se conoce como “quesillo” y en el resto del pais como queso Oaxaca, este
queso goza de gran popularidad y es unos de los quesos mas consumidos a nivel
nacional dentro de la cocina mexicana. Es un queso blanco, fresco, de pasta
hilada y de sabor ligeramente acido [1]. A nivel artesanal, el queso Oaxaca se
caracteriza por ser elaborado con leche cruda de vaca sin la adicion de cultivos
iniciadores, la leche se deja acidificar naturalmente o se afiade leche &cida del dia
anterior antes de cuajarla, la cuajada se corta manualmente y se deja acidificar,
posteriormente es amasada en agua caliente a 60°C y estirada para formar largas
hebras de paredes lisas brillantes que se entrelazan para hacer una bola de queso
[2,3]. Debido a que el proceso artesanal se caracteriza por el empleo de leche
cruda, utensilios rusticos, un entorno rural y la falta de tecnologia para llevar a
cabo un control estricto de los parametros del proceso, por lo que los quesos
artesanales son asociados con lo sucio y representan un riesgo para la salud [4].
Ante esta situacién, en 2010 entr6 en vigor la NOM-243-SSA1-2010, que
establece que todo queso deberd elaborarse con leche pasteurizada para
asegurar la inocuidad y limpieza del producto [5], sin embargo, diversas
investigaciones han demostrado que la microflora autoctona de la leche incluye
microorganismos no patégenos como las bacterias lacticas (BAL) que con su
actividad metabdlica brindan caracteristicas bioquimicas, microbiolégicas y
sensoriales a los quesos haciéndolos auténticos y otorgandoles su reconocida
tipicidad, [6]. En Meéxico existen alrededor de 40 variedades de quesos
tradicionales por lo que el potencial de caracterizaciéon es muy amplio, Ante esto
surge la necesidad de revalorizar y caracterizar fisicoguimica, sensorial y

microbiolégicamente los quesos genuinos mexicanos al ser un patrimonio cultural.
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El objetivo del trabajo fue aislar y caracterizar la microflora presente en las etapas

de elaboracion del queso Oaxaca tradicional: leche, cuajada y queso.
Materiales y métodos

El trabajo se realiz6 durante el periodo de Agosto-Noviembre 2011 en cuatro
queserias tradicionales del centro de México, se analizaron 26 muestras en cada
fase (leche, cuajada y queso). Las muestras se depositaron en frascos de vidrio
estériles, se etiquetaron y fueron transportadas bajo condiciones de refrigeracion a
4°C, [5] para su posterior analisis. Se midi6 el pH de las muestras con un
potenciémetro marca Orion 520A, con la metodologia de la AOAC [7] el andlisis se

realiz6 por triplicado.

Andlisis microbianos. Se realizaron diluciones seriadas colocando 10 ml de leche y
10 g de cuajada o queso en 90 ml de solucion peptonada, se homogenizaron
durante un minuto en una licuadora domeéstica, a partir de ésta se realizaron
diluciones decimales consecutivas en solucion de NaCl 0.9%, las diluciones fueron
sembradas por duplicado, de acuerdo a: Normatividad NOM-243-SSA1-2010 [5] y
Norma oficial mexicana NOM-110-SSA1-1994, bienes y servicios. Preparacion y
dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbioldgico [8]. El analisis
comprendié los conteos de Bacterias Coliformes Totales, sembrados por vertido
en placa en agar rojo bilis violeta incubados a 35°C por 24 h, bacterias acido
lacticas, (BAL) a través de cuenta directa en medio agar MRS incubando a 35°C
durante 48 h, mohos y levaduras, en agar dextrosa papa a 28°C durante 72h y
Staphylococcus, por extension en agar Baird Parker enriquecido con emulsion de
yema de huevo con telurito de potasio, incubado a 35°C durante 48h [5,6] Se
realizaron los conteos microbianos y los célculos para obtener las unidades

formadoras de colonia por mililitro o gramo.

Aislamiento y Purificacion de cepas. Se seleccionaron cinco colonias con
diferentes caracteristicas como tamafo, color forma, etc. representativas para
cada grupo microbiano, las bacterias lacticas se crecieron en caldo Elliker

(Biokar®) y MRS (Difco™) incubando a 35°C durante toda la noche, los coliformes
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y Staphylococcus en caldo nutritivo (Bioxon®) a 37°C y las levaduras en caldo
dextrosa papa (MCD®) a 28°C. Las cepas bacterianas se sometieron a las
pruebas de Gram, catalasa y oxidasa y las levaduras fueron tefiidas con azul de
metileno. La purificacion se realiz6 mediante pases sucesivos en caldo y
posteriormente por el método de estria cruzada en el agar correspondiente, las

cepas fueron preservadas en agar con glicerol a -70°C para su posterior utilizacién

[9].

Pruebas selectivas. Se evalud el crecimiento de las bacterias lacticas, en caldo
MRS incubados a temperaturas de: 10°C, 15°C y 40°C, la formacion de CO2 en
campana de Durham a 37°C por 48 h y resistencia a 2%, 4% y 6.5% de NaCl [6].
Se seleccionaron colonias sospechosas de E. coli y se sembraron sembradas por
estria en agar eosina azul de metileno (EMB) incubadas 37°C durante 24h. A las
colonias negras con brillo metalico tipicas de E. coli, se les realizaron las pruebas
bioquimicas de indol (1), rojo de metilo (RM), Voges-Proskauer (VP) y citrato (C).
Todos los tubos se prepararon por duplicado y se incubaron a 37° C por 24 horas,
incluyendo tubos sin inocular (testigos) en cada una de las pruebas bioquimicas.
La presencia de Staphylococcus aureus coagulasa (+) se determind mediante la
prueba de coagulasa con plasma de conejo estéril con EDTA, incubando a 35°C
durante 24h, (NOM-243-SSA1-2010) [5].

Andlisis de resultados. Los conteos fueron transformados a log10 UFC/g segun el
caso Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) entre las diferentes poblaciones
microbianas obtenidas en las etapas analizadas. Las diferencias estadisticas se
analizaron mediante la prueba de Tukey (P < 0.05) utilizando el programa

estadistico SAS version 9.0.
Resultados y discusion
Medicion de pH

El valor promedio de pH fue de 6,8 en leche, 5,6 en cuajada y 5,3 en queso; estos
valores concuerdan con los obtenidos en el andlisis fisicoquimico del queso

Oaxaca realizado por otros autores [2,3] quienes reportan que los productores de
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gueso Oaxaca prefieren la leche con mayor acidez para agilizar el proceso de

elaboracion.

De acuerdo con Ercolini [10], en los quesos de pasta hilada se requiere de un pH
optimo de 4,9 a 5,4 para la fundicion de la cuajada [11] obteniendo un queso &cido

como el Mozzarella con pH de 5,0-5,8 o el Oaxaca con pH de 5,2-5,6.
Conteos microbianos

Los recuentos microbianos analizados en leche, cuajada y queso se muestran en
la Tabla 1. El andlisis de varianza (ANOVA) mostro diferencias significativas (P<
0.05) para leche y queso con respecto al nimero de bacterias coliformes totales,
bacterias lacticas y levaduras, Staphylococcus no presentd diferencia entre las

fases analizadas.

Tabla 1. Recuentos (logioufc/g), microbianos en leche, cuajada y queso Oaxaca

tradicional.
Grupo )
icrobians Leche Cuajada Queso
Mediat desviacion estandar.
Coliformes 8,3+0,8" 8,8+0,8% 9,00,9°
Bacterias lacticas ~ 8,9+0,7" 9,4+0,7° 9,8+0,8?2
Levaduras 9,00,9° 9,5+0,9% 9,9+0,9°
Staphylococcus 8,6+0,6% 8,5+0,52 9,0+0,72

a,b letras diferentes en la misma fila, indican diferencias Tukey (P<0.05)

Fuente: Elaboracion propia

Los valores de coliformes totales en leche se encontraron en el nivel reportado por
otros autores para leche cruda destinada a la elaboracion de quesos frescos
tradicionales en la zona de estudio [12], su persistencia en cuajada se debe a que
ésta se expone al medio ambiente a una temperatura entre 35y 37 °C que resulta
Optima para el crecimiento bacteriano [1] y los valores en queso fueron superiores

a los reportados en la evaluacion bacterioldgica de quesos frescos artesanales de
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Peru [13]. El elevado conteo de coliformes indica practicas sanitarias deficientes
en la fabricacion del queso y puede relacionarse con un riesgo mayor a la salud
por la transmisién de patdgenos entéricos [14].

Los conteos de BAL se incrementaron en la fase de cuajada y se observo
prevalencia de flora lactica en queso, estos resultados coinciden con los
reportados por otros autores para quesos elaborados con cultivos iniciadores y
leches fermentadas donde las BAL tuvieron conteos elevados [15], situacion
deseada puesto que las perspectivas para la aplicacién de las BAL en la industria
de los alimentos son prometedoras debido a que les confieren caracteristicas
organolépticas deseables y desempefian una funcién conservadora mediante la
produccion de metabolitos que inhiben el desarrollo de bacterias alterantes y
patégenas, siendo reconocidas por la FDA (Food and Drug Administration) por sus

beneficios a la salud humana [16].

Las levaduras fueron el grupo microbiano predominante en las tres etapas
analizadas, los conteos mas elevados se encontraron en queso, resultado que
llama la atencion por ser un queso fresco, de acuerdo a varios autores es mas
comun la prevalencia de levaduras en quesos artesanales madurados o con
periodos prolongados de refrigeracion [17], sin embargo las levaduras poseen
determinadas caracteristicas que les permiten crecer y contaminar los productos
lacteos al estar presentes en el ambiente agropecuario encontrandose en la leche,
el microambiente de la queseria y temperaturas manejadas en el proceso de
elaboracion, Orbera [18] establece que la flora levaduriforme es muy especifica en
cada queseria y se piensa contribuye al bouquet especifico del producto, situacién
observada en las queserias estudiadas que manejan temperaturas alrededor de
los 30°C, un ambiente humedo y ademas el queso brinda un medio acido que
permite su desarrollo. Algunos autores consideran que las levaduras no producen
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), pero pueden causar deterioro en

el producto.

Staphylococcus fue el recuento mas bajo de los grupos analizados, no obstante la

presencia de este grupo microbiano indica serias fallas en las condiciones
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higiénico-sanitarias de las queserias estudiadas, debido a las malas practicas de
manipulacion en el ordefio, recoleccién y transporte de leche, refrigeracion
inadecuada o falta de ella en la leche y queso [12]. Estos resultados coinciden con
lo reportado en otros trabajos de quesos artesanales elaborados con leche cruda
de vaca, como el queso Fiore Sardo, donde los conteos de Staphylococcus en
leche y queso fueron superiores a los establecidos por la normatividad italiana
[19], el mayor riesgo atribuido a estos quesos reside en se comercializan frescos,
con tiempo insuficiente o sin maduracion para permitir que las bacterias lacticas
naturalmente presentes sean capaces de producir una adecuada concentracion de

acido lactico y actuar como biopreservantes [6].

Todos los valores microbianos obtenidos superan ampliamente los limites
méaximos permitidos por la NOM-243-SSA1-2010 en leche y queso: 100 UFC/g
para coliformes, 500 UFC/g para levaduras y 1000 UFC/g para Staphylococcus. La
norma no especifica la determinacion de bacterias lacticas por ser considerados

microorganismos deseables [5].
Aislamiento de poblaciones microbianas

Se aislaron y purificaron 38 cepas de coliformes (leche=10, cuajada=9, queso=9);
43 de BAL (leche=7, cuajada=9, queso=27), 24 de levaduras (leche=5, cuajada=5,
queso=14) y 16 de Staphylococcus (leche=3, cuajada=4, queso=9). La mayoria de
las cepas fueron aisladas de las muestras de queso Oaxaca, seguido de cuajada y

en menor nimero de la fase de leche.

De las 43 cepas aisladas de BAL el 72,1% (n=31) pertenece al género
Lactococcus y 27,9% (n=12) a Lactobacillus de acuerdo a los perfiles bioquimicos
realizados (Tabla 2), resultados similares a los obtenidos en la caracterizacion del
gueso venezolano andino artesanal [20], queso fresco elaborado con leche cruda
de vaca. Muchos estudios reportan a los géneros Lactobacillus y Lactococus como
la principal flora lactica de leche y quesos frescos elaborados con leche cruda de

vaca [21]. Recientemente se ha demostrado su significancia tecnolégica por su
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actividad antimicrobiana relevante contra patdogenos y son reconocidos como

cultivos iniciadores influyentes de la calidad alimentaria [22].

Tabla 2. Identificacién bioquimica de las BAL aisladas

Grupo microbiano identificado Hactococeus Hactobacillus
n=31 n=12
Gram + +
Catalasa - -
Oxidasa - -
Crecimiento a 10°C + -
Crecimiento a 15°C + +
Crecimiento a 40°C + +
Produccion de CO;, a partir de

glucosa * *
Crecimiento a 2% de NaCl + +
Crecimiento a 4% de NaCl + +
Crecimiento a 6.5% de NacCl - +

+, Reaccién positiva. -, Reaccién negativa.

Fuente: Elaboracion propia

La presencia de E. coli fue del 10,53% (n=4) del total de las 38 cepas

pertenecientes a coliformes, una aislada de leche, una de cuajada y dos de queso

(Tabla 3). De acuerdo con Pisano [19] es la especie mas comunmente aislada en

leche cruda y queso seguida de Klebsiella y Listeria. Los resultados obtenidos

fueron inferiores a los reportados en queso artesanal argentino donde E. coli se

detect6 en el 80% de los quesos [4], situacion de importancia por sus

implicaciones conocidas en la salud.
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Los Staphylococcus aureus representaron el 37,5% (n=6) de las 16 cepas
aisladas, dos cepas corresponden a leche, una a cuajada y tres de queso. Estos
microorganismos se atribuyen a la leche de vacas con mastitis siendo S. aureus el
agente causal de dicha enfermedad, a la deficiencia en las buenas practicas de
manufactura en queseria por el contacto con la piel, la boca o fosas nasales de
quienes manipulan el queso, y el empleo de material y equipo de trabajo no
desinfectado [23]. Los valores obtenidos son inferiores al 53,4% reportado en
queso fresco artesanal de Brasil [24]. Su conteo tiene gran relevancia por la
posible presencia de enterotoxina estafilococica, capaz de provocar intoxicaciones
alimentarias [25].

Tabla 3. Identificacién bioquimica de las enterobacterias aisladas

Microorganismo

identificado E. coll S. aureus coagulasa (+)
Gram _ "
Catalasa + N
Oxidasa . )
Coagulasa . N
Indol + ]
Rojo de Metilo + )

Voges Proskawer - -
Citrato - -

+, Reaccidn positiva. -, Reaccién negativa.

Fuente: Elaboracion propia

Dentro del grupo de levaduras analizadas, se observé la presencia predominante
del género Rhodotorula, resultados que concuerdan con otros trabajos donde se
reportan estas caracteristicas levaduras rosadas o rojas pertenecientes al género
Rhodotorula. Este género es de gran importancia en la industria farmaceéutica por
los pigmentos carotenoides presentes que le confieren colores caracteristicos a
las colonias y proteccion contra efectos dafiinos de la radiacion UV. Esta levadura

es simbionte normal de la piel y tracto respiratorio superior, posee una amplia
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distribucion en la naturaleza y presenta una asombrosa capacidad de adaptarse a
ambientes extremos y es considerada como levadura emergente asociada a
micosis oportunistas en pacientes inmuno deprimidos [26]. De acuerdo con
estudios en queso Cotija es contaminante del ambiente quesero junto con otras
especies como Candida zeylanoides, Candida parapsilosis y Kluyveromyces lactis
[27] y sus efectos radican en la produccion de olores y sabores amargos en el
queso, ademas de contribuir al defecto del producto por las enzimas producidas
[28].

Cabe mencionar que la flora microbiana no deseada encontrada en el queso

Oaxaca esta intimamente ligada a tres factores:

1) Las condiciones de las queserias, puesto que la infraestructura con que
cuentan es muy bésica, son pequefias habitaciones de 30m? con piso,
paredes y techos de concreto, el equipo utilizado es de madera, plastico y
s6lo algunas cuentan con acero inoxidable.

2) Excesiva manipulacion, porque todo el proceso de elaboracién es
completamente manual desde la recepcion de leche hasta el queso
terminado caracteristicas propias del proceso artesanal de elaboracion [29]

3) Deficiencia en las buenas practicas de manufactura, existe un conocimiento
de buenas préacticas de manufactura, sin embargo no se llevan de manera
adecuada, no hay un acceso restringido a la zona de produccién de queso,
el uso inadecuado de la vestimenta. En la materia prima no hay un
monitoreo, se reportan adulteraciones transporte inadecuado en tambos de

plastico bajo condiciones precarias de higiene y refrigeracion [12].

Conclusiones

La metodologia utilizada en este trabajo indicé que la flora lactica esta formada
principalmente por los géneros Lactococcus y Lactobacillus, resultados relevantes
debido a la gran actividad probiotica y antimicrobiana de las BAL contra bacterias
patogenas, contribuyendo a la obtencion de un producto artesanal de mejor

calidad.
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Se detectd E. coli y S. aureus con mayor incidencia en las muestras de queso y
en levaduras destaco el género Rhodotorula.

Es importante realizar estudios de identificacion de especie, mediante técnicas
moleculares para determinar la presencia de microorganismos que pudiesen
causar alguna patologia, que comprometa la salud publica por el consumo de ese
tipo de queso y es imprescindible implementar un plan de control y monitoreo en
toda la cadena de elaboracion de queso Oaxaca, a fin de eliminar focos de

contaminacion para la obtencion de un producto artesanal de mejor calidad.
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“Identificaciéon molecular de la microflora aislada de queso Oaxaca
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Identificacion molecular de la microflora aislada de queso Oaxaca

tradicional.
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Ortega A, Gonzalez-Cérdova A.F? y Vallejo-Galland B>.
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Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C.km 0.6 Carretera a la Victoria, C.P.

83000, Hermosillo Sonora, México.
Introduccién

El estudio de la microflora autéctona de los quesos elaborados con leche cruda ha
abierto nuevas perspectivas, porque muchos de esos cultivos nativos brindan
caracteristicas organolépticas reconocidas sin la utilizacion de cultivos iniciadores
(Gutiérrez-Méndez et al. 2010).

A nivel artesanal el queso Oaxaca es un queso fresco, ligeramente acido, de pasta
hilada, se caracteriza por ser elaborado con leche cruda de vaca sin la adicion de
cultivos iniciadores, la cuajada es estirada en agua caliente (60°C) y se presenta
en madejas (M. De Oca-Flores et al. 2009). Es poco el conocimiento sobre la flora
microbiana del queso Oaxaca, al ser uno de los quesos tradicionales mexicanos
de gran importancia y consumo (Villegas, 2004) por lo que es necesario el rescate
e identificacion de la microflora nativa presente en el producto.

La identificacion convencional de microorganismos en productos lacteos se
fundamenta en la caracterizacion fenotipica (morfologia, pruebas bioquimicas y
fisiol6gicas) (Larpin et al. 2006), sin embargo se cuenta con otras alternativas para
la deteccién de microorganismos, como las técnicas de biologia molecular,
basadas en la amplificacion de acidos nucleicos mediante la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR), con la amplificacion y secuenciacion del ADNr 16S

Gabriela Castro Castillo
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(Barrantes y Achi 2011). Estas técnicas de tipificacion poseen un elevado poder
de discriminacion, son menos laboriosas, mas rapidas y permiten trabajar con un
mayor numero de muestras (Cuenca-Fernandez, 2004). Su aplicacion ha tenido
una enorme repercusion en la caracterizacion e identificacion de cepas
microbianas presentes en diversos productos lacteos incluyendo los quesos
(Abriouel et al. 2008; Pérez et al. 2012).

El objetivo del trabajo fue identificar molecularmente la microflora nativa presente
en tres fases de elaboracion del queso Oaxaca tradicional: leche, cuajada y queso;
las poblaciones microbianas fueron identificadas mediante secuenciacién por

electroforesis capilar.

Materiales y Métodos

Aislamiento de cepas bacterianas

Se aislaron 15 cepas de bacterias lacticas, 14 de coliformes, 5 de Staphylococcus
y 8 de levaduras de las diferentes etapas analizadas del queso Oaxaca: leche,

cuajda y queso terminado.

Las cepas bacterianas fueron tefiidas con Gram y las levaduras con azul de
metileno, la purificaron se realiz6 mediante pases sucesivos en caldo Elliker
(Difco®) y MRS (Difco®) para BAL; caldo nutritivo (Bioxon®) para coliformes y
Staphylococcus y caldo Dextrosa Papa (MCD®) para levaduras. Posteriormente se
confirmd su pureza por el método de estria cruzada en el agar correspondiente.
Las cepas fueron preservadas en agar con glicerol a -70 °C para su posterior

utilizacion (Magallon, 2010).
Extraccion y cuantificacion de ADN

El ADN de bacterias y levaduras, fue obtenido con el Kit de extraccién PrepMan™
Ultra Sample Preparaction Reagent, las cepas se activaron en caldo durante toda
la noche, se transfirieron 500ul del cultivo a un tubo estéril y se centrifugé a 25000

rcf por 2 minutos se retir0 el sobrenadante y el pellet celular se resuspendio

Gabriela Castro Castillo
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con100 pl de PrepMan™, se homogeniz6 en vértex durante 30 segundos, se
incubaron a 100 °C durante 10 minutos a 300 rpm en Thermomixer® comfort
(eppendorf) y se centrifugaron a la maxima velocidad por 2 minutos, se transfirio
50ul del supernadante a tubos estériles de microcentrifuga. La cuantificacion fue
realizada por espectrofotometria en Nano Drop™ 2000c (Thermo Scientific™)
midiendo la absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280nm para obtener los
valores correspondientes a la cantidad y pureza de ADN, la integridad del ADN fue
evaluada mediante electroforesis en placas de gel agarosa 2% tefidas con

bromuro de etidio; E-Gel® EtBr (Invitrogen™); el ADN fue conservado a -20 °C.
Realizacion de PCR

Los ADN obtenidos fueron diluidos en agua libre de nucleasas (Invitrogen™) a
concentracion de 3ng/ul, la PCR del ADN bacteriano se realiz6 utilizando el Micro
Seq® 500 16S rDNA Bacterial Identification PCR Kit y Micro Seq® D2 LSU rDNA
Fungal PCR Kit para las levaduras. La reaccion de PCR fue de 30 pl, adicionando
15 ul de la Master Mix PCR correspondiente y 15 ul del ADN diluido. Las
condiciones de reaccion para bacterias en Termociclador, Mastercycler® Gradient
(eppendorf) fueron 95 °C durante 10 minutos, 95 °C 30 segundos, 72 °C 45
segundos, durante 30 ciclos con una extension final de 72 °C por 10 minutos. Para
levaduras el programa fue de 95 °C durante 30 segundos, 53 °C por 30 segundos,
72°C durante 1 minuto, durante 35 ciclos con extension final de 72 °C por 10
minutos. Se emple6 como control negativo una mezcla de la Master Mix PCR sin
ADN molde, utilizando agua libre de nucleasas para completar el volumen (control
de reactivos); para el control positivo de bacterias se utilizo ADN de E.coli y de
Sacharomyces cerevisiae para levaduras, ambos suministrados en el respectivo
kit. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en placas de gel
Agarosa 2% tefidas con bromuro de etidio; E-Gel® EtBr (Invitrogen™) vy

visualizado en fotodocumentador GelDoc™ XR (Bio-Rad).
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Purificacion del producto de PCR

La purificacién se realiz6 mediante un proceso enzimatico utilizando ExoSAP-IT®
(Affymetrix®), se agregé 2 pl de ExoSAP-IT® por cada 5 pl de producto de PCR en
tubos de microcentrifuga; se colocaron en termociclador Mastercycler® Gradient

(eppendorf) y se incubaron a 35 °C durante 15 minutos y 80 °C por 15 minutos.
Reaccion de secuenciacién

El volumen de la reaccion fue de 20 pl, por cada producto de PCR se prepararon
dos tubos de microcentrifuga, con 7 pl del producto de PCR purificado cada uno,
se agregaron 13 pul del Forward Sequencing Mix en un tubo y 13 pl del Reverse
Sequencing Mix en el otro tubo; para bacterias se trabajé con el MicroSeq® 500
16S rDNA Bacterial Identification Sequencing Kit y MicroSeq® D2 LSU rDNA
Fungal Sequencing Mixes para levaduras, se colocaron en termociclador
Mastercycler® Gradient (eppendorf). Las condiciones de la reaccién para bacterias
y levaduras fueron 96 °C durante 10 segundos, 50 °C por 5 segundos y 60 °C 4

minutos, durante 25 ciclos.
Purificacion de la reaccién de secuenciacion

Durante este paso se eliminan los contaminantes de la reaccion para evitar
interferencia en el andlisis del secuenciador, la purificacion se realiz6 con

isopropanol.

Electroforésis capilar

Los productos de secuenciacion purificados fueron resuspendidos en 15 pl de Hi-
Di™ Formamida y se colocaron el secuenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®) para la obtencién del electroferograma y la secuencia del

microorganismo analizado.

Gabriela Castro Castillo
- 106 -



Caracterizacion de la microflora de tres quesos tradicionales mexicanos: Chihuahua, Cincho y Oaxaca

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el Sequencing Analysis Software
v5.2 y comparadas con la base de datos MicroSeq®ID Gene Library (Applied

Biosystems®).
Resultados y discusion

Algunas cepas se encontraron presentes en todas las fases de elaboracion (Tabla
1), resultados que se atribuyen a la presencia de flora nativa presente en la leche
cruda utilizada, prevaleciendo en la cuajada y queso (Wouters et al 2002);
mientras que otras cepas s6lo se presentan en el queso terminado, aspecto
relacionado a la microbiota procedente del ambiente quesero o contaminacién en
el producto terminado (Giannino et al. 2009).

Las bacterias lacticas se observaron colonias con forma redonda, de color blanco,
con aspecto cremoso, de 1 a 2 mm de diametro con superficie convexa y de
bordes enteros, resultados que concuerdan con los obtenidos por Tserovska et al.
(2002), fueron Gram positivas, catalasa y oxidasa negativas, la morfologia
observada fue de cocos agrupados en pares y bacilos pequefios, similares a los
obtenidos en queso de cabra por Herreros et al. (2003); los coliformes fueron
colonias redondas, de bordes definidos, color puarpura, cocos y bacilos Gram
negativos; los Staphylococcus fueron colonias redondas, pequefas, negras,
brillantes y rodeadas de un halo claro, y se observé cocos agrupados en racimos,
concordando con las caracteristicas obtenidas por Lujan et al. (2006) en quesos
frescos artesanales, en las levaduras destaco la presencia de colonias redondas,
convexas, brillantes, de color salmén y con formacion de blastosporas y colonias

blancas redondas, pequefias con morfologia ovoide al microscopio.

Tabla 1. Presencia de las cepas aisladas en las diferentes fases analizadas.

CEPA LECHE CUAJADA QUESO
B1 - . "
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B8 + - -
B9 + - -
B10 - + +
B13 - + -
B15 - + +
B28 - - +
B36 - - +
B38 - - +
B40 - - +
B41 - - +
B51 - - +
B60 - + +
B70 + + +
B80 + + +
B90 - +
C1 - - +
C3 - + -
C7 - + -
C8 + + -
C10 - + -
Cl1 + - -
C21 + - -
C24 - - +
Cc27 + - -
C29 - - +
C32 - - +
C35 - - +
C36 + - -
C39 - + +
C50 - + +
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S1
S4
S6
S9
S11
L2
L4
L6
L7
L13
L29
L40
L70

+ + + o+

+

+

+

B= BAL, C=coliformes, S= Staphylococcus, L= levaduras, +, Presencia; -, no hubo presencia.

Fuente: Elaboracién propia

Se observd buena amplificacion de los productos de PCR de bacterias y

levaduras, las cepas bacterianas se encontraron en 500 pb, (Figura 1)

coincidiendo con el control positivo y las levaduras en 300 pb (Figura 2).

500pb
100pb

500pb
100pb

Figura 1. Amplificacién de PCR bacteriano.
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Carril 1 y 25:Marcador molecular 100 pb (InvitrogenTM), carril 2: B15, carril 3:C29, carril 4: testigo
negativo, carril 5: B51, carril 6: B40, carril 7: S6, carril 8: B28, carril 9: C8, carril 10: C3, carril
11:B60, carril 12: B13, carril 13: C32, carril 14:C35, carril 15:B38, carril 16: S4, carril 17: C36, carril
18: B10, carril 19: C4, carril 20: B8, carril 21: S1, carril 22: B80, carril 23: C21, carril 24: Testigo
positivo (E. coli), carril 26: B36, carril 27:B70, carril 28: B1, carril 29: C50, Carril 30: C11, carril 31:
C24, carril 32: C27, carril 33: B9, carril 34: C39, carril 35: S9, carril 36: B41, carril 37: B90, carril 38:
S11, carril 39:C7, carril 40: C10, carril 41 al 48: Testigo negativo.

1 w2 3: o4 & 6 O 80 49510 11

300pb

100pb

Figura 2. Amplificacién de PCR de levaduras.

Carril 1: Marcador molecular 100 pb (InvitrogenTM), carril 2: L40, carril 3: L4, carril 4: L13, carril 5:
L6, carril 6: L2, carril 7: L7, carril 8: L70, carril 9: L29, carril 10: testigo negativo, carril 11: testigo

positivo (Sacharomyces cerevisiae).
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8. DISCUSION GENERAL

La actividad quesera en el pais esta representada por dos grupos: el de los
quesos industrializados, que son elaborados bajo sistemas estandarizados y
controlados, con elevado nivel de tecnologia y que dicen cumplir con los
estandares de calidad y sanidad establecidos por la normatividad; el otro grupo
son los quesos tradicionales, productos que desde hace décadas han sido
elaborados por productores locales con leche de la region, empleando técnicas
tradicionales transmitidas de generacidén en generacion, muestran innegablemente

el legado cultural que representa la queseria tradicional.

Actualmente los quesos tradicionales mexicanos enfrentan una probleméatica
asociada con su elaboracion artesanal, carente de procesos estandarizados o
estrictamente controlados, el empleo de instrumentos rasticos con bajo nivel de
tecnologia, que junto con la utilizacion de leche cruda crean un panorama
desalentador al ser considerados como factor de riesgo en el &mbito de inocuidad

alimentaria.

Sin embargo, existen acciones en etapas especificas del proceso como la
maduracion, pasteurizacion y acidificacion, que brindan caracteristicas particulares
a cada tipo de queso y contribuyen a mejorar la calidad microbiana final de estos

productos, sin perder sus cualidades y caracter tradicional sumamente apreciado.

En ese contexto, los resultados obtenidos en la presente investigacion muestran el
efecto de esas acciones sobre la calidad microiolégica de tres quesos
tradicionales mexicanos: el queso Cincho, Chihuahua y Oaxaca.

8.1. Efecto de la semi maduracion en la calidad microbiana del queso de

Cincho

Se observéd que la semi maduracién de 30 dias en el queso de Cincho tuvo un
efecto significativo en su calidad microbina, al disminuir dos érdenes logaritmicos
los recuentos de coliformes en comparacion con el queso de Cincho fresco; estos

resultados coinciden con los encontrados en queso Gouda, donde los conteos de
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coliformes y E. coli se redujeron dos oOrdenes logaritmicos a los 28 dias de
maduraciéon (Fuentes, 2003). De acuerdo con algunos autores, la tasa de muerte
de algunos microorganismos en el queso durante la maduracion puede ser
influenciada por los diferentes microorganismos lacticos presentes, los cuales los
inhiben debido a la produccion de acido y el consecuente bajo pH, pardmetro que
puede ayudar a controlar el crecimiento de los microorganismos (Licitra et al.
2000). Sin embargo todos los quesos se encontraron fuera de lo permitido por la

normatividad.

Un aspecto importante a considerar en los quesos analizados es el efecto que
desempeiia la cubierta de chile, puesto que en diversos estudios se ha
documentado el efecto de inhibitorio de la capsaicina y otros aceites esenciales
frente a especies patdgenas; como lo reporta Vazquez et al. (2009) en la inhibicion
de coliformes en queso botanero elaborado con chile verde y epazote y Moreno-

Limon et al. (2012) en el efecto antifungico del chile piquin sobre A. flavus.

En base a los resultados obtenidos, consideramos que un periodo de maduracion
mayor a 30 dias, junto con las condiciones ideales de sanidad en el proceso de
elaboracién permitiria obtener mejor calidad microbiana del queso de Cincho.

8.2. Efecto de la pasteurizacion en la microbiota del queso Chihuahua

Respecto al queso Chihuahua, se encontré que el proceso de pasteurizacion tuvo
un efecto positivo al reducir los conteos microbianos del queso elaborado con
leche pasteurizada en comparacion al elaborado con leche cruda, este efecto ha
sido avalado en diversos estudios de leche y queso donde se reporta que la
pasteurizacion reduce considerablemente la flora microbiana original de la leche
cruda permitiendo obtener un producto de mejor calidad e inocuidad (Klungel et al.
2000; Jorgensen et al. 2005); no obstante pese a la disminucién de la carga
microbiana, todos los quesos analizados en la presente investigacion se
encontraron fuera de los limites maximos permitidos por la normatividad mexicana
actual (NOM-243-SSA1-2010).
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Los elevados recuentos de la flora microbiana en quesos elaborados con leche
pasteurizada, se deben a diversas causas como una contaminacion excesiva de la
materia prima, a una proporcion elevada de microorganismos termo resistentes, a
un tratamiento térmico insuficiente o a una re-contaminacion posterior a la
pasteurizacion; dando como resultado un producto final no inocuo (Rehman et al
2000; Gao et al. 2002).

En algunos quesos Chihuahua elaborados con leche pasteurizada se presento el
defecto de “inflado”, aspecto interesante pese a estar empacados al alto vacio;
esta hinchazon del queso fue asociada por Gaggiotti et al. (2005) y Bruschi et al.
(2011) a diversos factores como gases desprendidos por microbios repartidos
dentro de la masa del queso, especialmente clostridios, uso de fermentos
infectados, cuajo en malas condiciones, desuerado incompleto, o post

contaminacion durante la elaboracion.

En base a los resultados obtenidos, se encontré que la pasteurizacion por si sola
no es la Unica alternativa para garantizar la inocuidad del queso, si bien tiene un
efecto positivo al destruir los microorganismos patdégenos presentes en la leche
bronca; diversos estudios han demostrado que también destruye la microbiota
autdctona compuesta por BAL y otros microorganismos no patdégenos,
responsables de caracteristicas tipicas apreciadas en los quesos artesanales,

como sabores y aromas (Sengil, 2006).

Por consiguiente es necesario realizar un estricto control de todo el proceso de
elaboracion del queso, en donde la pasteurizacion sea solo una fase y no verla
como sinénimo de calidad e inocuidad; de lo contrario sélo se estaran enviando al
mercado productos que dicen cumplir la norma, pero que en el fondo podrian
causar los mismos problemas que los no pasteurizados por su riesgo en la salud,

generando inseguridad y baja en su consumo.
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8.3. Efecto del pH y proceso térmico en la carga microbiana del queso
Oaxaca

En base a los resultados obtenidos, se observo que la carga microbiana aumento
en las fases de cuajada y queso respecto a la carga microbiana inicial de la leche,
resultados opuestos a los encontrados en estudios anteriores sobre la calidad
microbiana del queso Oaxaca, donde se reporta que el fundido de la cuajada en
agua caliente reduce considerablemente la carga microbiana, considerando este
proceso como una pasteurizacion de la cuajada con efectos positivos (Montes de
Oca et al. 2012); sin embargo, este efecto no fue observado en la presente
investigacion, por el contrario los mayores conteos microbianos corresponden al
gueso terminado y se encontraron fuera de los limites emitidos por la
normatividad, situacion atribuida a la excesiva manipulacién durante la fabricacion

artesanal del queso (Sandrou y Arvanitoyannis 2000).

Cabe mencionar que las temperaturas manejadas durante el fundido de la cuajada
fueron inferiores a los 58 °C en las queserias analizadas, razén por la cual no se

lograr un efecto positivo mediante este proceso térmico.

En cuanto al pH el valor mas bajo se encontré en la fase del queso terminado,
coincidiendo con los datos obtenidos en estudios fisicoquimicos previos de este
queso (Villanueva-Carvajal et al. 2012); algunos autores reportan que la elevada
acidez y el bajo pH son caracteristicas distintivas de los quesos de pasta filata
como el Oaxaca y Mozzarella y su importancia radica en que son necesarias para
el correcto hilado (Metzger et al. 2000; Ercolini et al. 2004), esta situacion se
observé en la zona de estudio, en donde los queseros prefieren que la leche
llegue acida a la queseria facilitando la elaboracién del queso (M. De Oca-Flores
et al. 2009), sin embargo, la elevada acidez indica que la leche que llega a la
planta quesera no es fresca y posee cierto deterioro, afectando la calidad por
consiguiente del queso (Vazquez et al. 2009). Pese a la elevada acidez y bajo pH

del queso Oaxaca no se observo efecto alguno en la carga microbiana.
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8.4. Poblaciones microbianas del queso Oaxaca

Entre las poblaciones microbianas aisladas e identificadas fenotipicamente, se
encontraron enterobacterias como E. coli y Staphyloccoccus aureus coagulasa
positivos, especies de gran importancia en salud publica debido a las
implicaciones por intoxicaciones alimentarias (Sampaio, 2000), estos resultados
son similares a los reportados en quesos elaborados bajo condiciones higiénico-
sanitarias deficientes (Vazquez et al. 2009). Pero también se encontraron
poblaciones microbianas benéficas presentes, como Lactobacillus y Lactococccus,
principal flora no iniciadora de bacterias acido lacticas deseadas por su
contribucion en el sabor, textura y aroma de los quesos (Beresford et al. 2001),
aspecto interesante si recordamos que en la elaboracién del queso analizado no
se utilizan cultivos iniciadores comerciales, por el contrario, se cuenta solamente
con la flora natural de la leche cruda. Estos resultados coinciden con otros
estudios de quesos artesanales cuya cuajada ha sido intensamente acidificada y
con bajo pH (Sanchez et al. 2005; Kongo et al. 2007; Alvarado et al. 2007; Benech
et al. 2013); condiciones observadas en el queso Oaxaca analizado.

Ademas los géneros de BAL encontrados son reconocidos porque brindan una
proteccion natural a los productos lacteos debido a su gran potencial
antimicrobiano, probidtico y sus mdultiples efectos benéficos en la salud (Mathur
and Singh, 2005; Kieun y Yeonhee, 2010).

Las levaduras fueron el grupo microbiano predominante en las tres fases
analizadas, prevaleciendo el género Rhodotorula, levadura de gran importancia en
la industria farmacéutica debido a los pigmentos carotenoides, no obstante la
presencia de esta flora en el queso es indicadora de contaminacion, asociada al
microambiente de la queseria, aunado a las temperaturas y humedad que brindan
las condiciones ideales para la proliferacién de las levaduras en el queso (Orbera,

2004; Guaman-Burneo y Carvajal-Barriga, 2009).
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8.5. Identificacion molecular de las poblaciones microbianas

Algunas de las cepas aisladas para su identificacion molecular se encontraron
presentes en todas las fases de elaboracion, resultados que se atribuyen a la
presencia de flora nativa presente en la leche cruda utilizada, prevaleciendo en la
cuajada y queso (Wouters et al 2002); mientras que otras cepas solo se presentan
en el queso terminado, por lo que la diversidad microbiana procedente del medio
ambiente por la exposicion, junto con la flora natural inicial presente en la leche
cruda, son trascendentales en el desarrollo final de los productos lacteos

tradicionales (Giannino et al. 2009).

Se observé buena amplificacion de todos los productos de PCR, encontrandose
en 500 pb las cepas bacterianas y en 300 pb las correspondientes a levaduras. La
identificacion a nivel de especie se realizd mediante secuenciacion por
electroforesis capilar, este método permite obtener resultados certeros y con
mayor rapidez; de acuerdo con algunos autores su aplicacion ha tenido una
enorme repercusion en la caracterizacion e identificacion de cepas microbianas
presentes en diversos productos lacteos incluyendo los quesos (Abriouel et al.
2008; Pérez et al. 2012).

No se cuenta aun con la identificacion genotipica de las cepas de levaduras y
bacterias, estamos en espera de los resultados por parte del CIAD Sonora, se
presentan los avances que conforman el articulo “Identificacion molecular de la

microflora aislada de queso Oaxaca tradicional”
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9. CONCLUSIONES GENERALES

La microflora de los tres quesos tradicionales mexicanos: Cincho, Chihuahua y
Oaxaca tradicional esta formada por grupos microbianos no deseados, indicadores
de baja calidad como coliformes, Staphylococcus y levaduras, sin embargo
también estdn presentes bacterias acido lacticas, grupos microbianos deseados
por sus propiedades antimicrobianas contra flora patdgena y sus apreciados

efectos benéficos en la salud.

Se observd que la maduracion tuvo un efecto positivo en la disminucion de
coliformes del queso de Cincho semi madurado de 30 dias en comparacion con el
fresco, por lo que se estima que a mayor tiempo de maduracién se obtiene una
mejor calidad microbiana, hecho comprobado en quesos que logran la inocuidad a

los 60 dias de maduracion.

La pasteurizacion por si sola no es una herramienta que garantice la inocuidad del
queso Chihuahua, al enfocarse Unicamente a la etapa inicial del proceso de
elaboracién, por lo que es necesario implementar y monitorear las buenas
practicas de higiene y manufactura en todo el proceso de elaboracion del queso y
evitar una contaminacion post-pasteurizacion y asi poder garantizar la calidad del

producto final.

La acidez del queso Oaxaca y el proceso térmico al que es sometida la cuajada no
son elementos suficientes para lograr un queso con carga microbiana aceptable y

no le confieren proteccién contra flora patégena.

La dinamica microbiana es diferente en las fases de elaboracion del queso
Oaxaca, la carga microbiana aumentd conforme a las fases analizadas,
encontrandose los valores mas elevados en el queso terminado. Se observé que
algunas cepas microbianas solo estan presentes en una de las fases, mientras

gue otras estan presentes a lo largo de todo el proceso de elaboracion.

Fenotipicamente se identificaron especies de importancia en salud publica como

E. coli y S. aureus, en el queso Oaxaca, sin embargo también se observo la
Gabriela Castro Castillo
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presencia de Lactobacillus y Lactococcus géneros deseados en los quesos por su
importancia y multiples beneficios a la salud, siendo indispensable la identificacion
molecular a nivel especie, para conocer el rol que juega cada microorganismo por

sus mecanismos de inhibicion y proteccion al queso.

Es necesario fortalecer el trabajo en conjunto de las instituciones con los
productores asi como implementar buenas practicas de higiene para el manejo de
leche destinada a queseria, con buenas practicas de manufactura, maduracion y
pasteurizacion lenta en caso del queso oaxaca, es posible obtener un producto
artesanal inocuo respetando la tipicidad y genuinidad, caracteristicas tan
apreciadas por los consumidores, contribuyendo asi al desarrollo de valorizacion y
rescate de los quesos tradicionales mexicanos, patrimonio y gran legado cultural

de nuestro pais.
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11. SIGLAS Y ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribo Nucleico

ADNr: Acido Desoxirribo Nucleico ribosomal

AK: Agar Kligher

ANOVA: ANalysis Of VAriance

AOAC: Association of Official Analytical Chemists
ARNr: Acido Ribo Nucleico ribosomal

ARVB: Agar Rojo Bilis Violeta

ATP: Adenosine TriPhosphate

BAL: Bacterias Acido Lacticas

BAM: Bacterial Analitycal Manual

BAP: Bacterias del Acido Propionico

C: Citrato

CIAD: Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo

COFOCALEC: Consejo para el Fomento de la Calidad de la Leche y sus
Derivados, A.C.

COMECYT: Consejo Mexiquense de Ciencia y Tecnologia
CONACYT: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
CTP: cytidine TriPhosphate

dTTP: DesoxiThymidine TriPhosphate

EDTA: Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

EMB: Eosine Methylene Blue

EtBr: Ethidium bromide

FDA: Food and Drug Administration

g: gramo
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GTP: Guanosine TriPhosphate
h: horas

I: Indol

ICAR: Instituto de Ciencias Agropecuarias y Rurales
INIFAP: Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
kg: kilogramo

pL: microlitro

mL: mililitro

MRS: Man Rogosa Sharpe
ng: nanogramos

NMP: Numero Méas Probable
NMX: Norma Mexicana

NOM: Norma Oficial Mexicana
nt: nucledétidos

°C: grados Centigrados

pb: pares de bases

PDA: Potatoe Dextrosa Agar
pH: Potencial de Hidrégeno
rcf: relative centrifuge forcé
rDNA: Recombinant DNA

RM: Rojo de Metilo

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

SAS: Statistical Analysis System

SIAP: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
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SPLPE: Sistemas de Produccion de Leche en Pequefia Escala
TSI: Triple Sugar Iron Agar

TTP: Thymidine TriPhosphate

UACH: Universidad Autonoma Chapingo

UAEM: Universidad Autonoma del Estado de México

UNAM: Universidad Nacional Autonoma de México

UFC: Unidades Formadoras de Colonia

VP: Vogues-Proskawuer
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12. ANEXOS

Foto 1. Marcas caracteristicas del queso de
cincho, saliendo del prensado.

Foto 2. Queso de cincho, enchilado.

Foto 3. Maduracion del queso Chihuahua

Foto 4. Empacado del queso Chihuahua
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Foto 5. Amasado de la cuajada en agua caliente,

(queso Oaxaca)

Foto 6. Estiramiento de la cuajada (queso Oaxaca).

Foto 7. Elaboracion de madejas
Oaxaca

de queso

Foto 8. Queso Oaxaca tradicional.
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