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RESUMEN

La leche es un producto conocido por su alto valor nutricional, sin embargo, al igual que
otros alimentos, puede provocar enfermedades. Los peligros microbiol6gicos son un importante
problema de inocuidad de los alimentos en el sector lechero porque la leche es un medio ideal para
el crecimiento de bacterias y otros microbios. Estos se pueden introducir en la leche a partir del

medio ambiente o los mismos animales lecheros.

Afortunadamente también tenemos la microflora lactica que constituye microorganismos beneficos
(bacterias acido lacticas), que tienen numerosas ventajas, entre ellas se encuentra el aportar a la
leche y sus derivados cualidades nutricionales y tecnoldgicas, asi como la inhibicion de
microorganismos de deterioro. Adicionalmente existen otros factores que ayudan a disminuir el
crecimiento de microorganismos, entre ellos se encuentran la actividad acuosa, el contenido de sal,

el potencial redox, el pH, asi como los &cidos organicos, los nitratos y la temperatura.

Diversos autores han estudiado la modificacién de estos factores para controlar la proliferacion de
E. coli y durante el proceso de manufactura de diferentes variedades de queso. Encontraron que la
proliferacion de E. coli en leche y productos lacteos se da en las primeras etapas de elaboracion y
dependiendo de las condiciones de proceso puede ser mitigada, aunque en general se observa que
una vez que la poblacién bacteriana alcanza altas concentraciones, resulta dificil impedir su
presencia continuada durante el almacenamiento (Adhikari et al., 2018; Govaris, Papageorgiou, &
Papatheodorou, 2002; Kornacki & Marth, 1982; Lekkas et al., 2006; Leuschner & Boughtflower,
2002; Peng et al., 2013; Raeisi et al., 2012; Rash & Kosikowski, 1982; Schlesser et al., 2006;
Wahi, Bansal, Ghosh, & Ganguli, 2006).

Conocer la capacidad de los factores estudiados para inhibir el desarrollo microbiano, nos permite
entender mejor como interactlan en procesos reales, no se conoce a gran detalle lo que cada uno

de estos factores por separado y en conjunto tiene para producir estos efectos de inhibicion.

El propdsito de presente trabajo es evaluar la capacidad de cada uno de estos factores, de manera



individual o sinérgica para inhibir el crecimiento de E. coli; por este motivo se desarroll6 un estudio
que nos permitio crear un alimento modelo para controlar la actividad acuosa, el pH y la presencia

de bacterias acido lacticas, con el objetivo de cuantificar los efectos de cada uno de estos factores

dentro de un proceso simulado de produccién de productos lacteos.

Palabras clave: Queso, patégenos, pH, Actividad acuosa, bacterias &cido l4cticas.
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ABSTRACT

Milk is a product known for its high nutritional value, however, like other foods, it can
cause diseases. Microbiological hazards are a major food safety issue in the dairy sector because
milk is an ideal medium for the growth of bacteria and other microbes. These can be introduced

into milk from the environment or the dairy animals themselves.

Fortunately, we also have the lactic microflora that constitutes beneficial microorganisms (lactic
acid bacteria), which have numerous advantages, among them is providing nutritional and
technological qualities to milk and its derivatives, as well as inhibiting spoilage microorganisms.
Additionally, there are other factors that help reduce the growth of microorganisms, including
aqueous activity, salt content, redox potential, pH, as well as organic acids, nitrates and

temperature.

Various authors have studied the modification of these factors to control the proliferation of E. coli
and during the manufacturing process of different varieties of cheese. They found that the
proliferation of E. coli in milk and dairy products occurs in the first stages of production and
depending on the process conditions it can be mitigated, although in general it is observed that once
the bacterial population reaches high concentrations, it is difficult prevent their continued presence
during storage (Adhikari et al., 2018; Govaris, Papageorgiou, & Papatheodorou, 2002; Kornacki
& Marth, 1982; Lekkas et al., 2006; Leuschner & Boughtflower, 2002; Peng et al., 2013; Raeisi et
al., 2012; Rash & Kosikowski, 1982; Schlesser et al., 2006; Wahi, Bansal, Ghosh, & Ganguli,
2006).

Knowing the capacity of the factors studied to inhibit microbial development allows us to better
understand how they interact in real processes. It is not known in great detail what each of these

factors separately and together has to produce these inhibition effects.

The purpose of this work is to evaluate the capacity of each of these factors, individually or

synergistically, to inhibit the growth of E. coli; For this reason, a study was developed that allowed
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us to create a model food to control the aqueous activity, the pH and the presence of lactic acid
bacteria, with the aim of quantifying the effects of each of these factors within a simulated

production process. of dairy products.

Key words: Cheese, pathogens, pH, aqueous activity, lactic acid bacteria.
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1. SINOPSIS

1.1. Justificacion

La leche y sus derivados son alimento de alta demanda, ya que aporta nutrientes, agua, minerales,
proteina y azucares muy importantes para el organismo. Sin embargo, la leche cruda puede aportar
bacterias peligrosas y estas bacterias pueden permanecer presentes durante el proceso de
elaboracion de productos lacteos. La pasteurizacion suele ser una forma eficaz para el control de
los peligros microbiologicos, no obstante, malas practicas de fabricacion pueden facilitar una
contaminacion cruzada o la incorporacion de patégenos de origen ambiental, adicionalmente
existen algunos quesos que aun en la actualidad siguen elaborandose con leche sin pasteurizar. De
aqui deriva la importancia de conocer las etapas de fabricacion de queso, ya que algunas de estas
modifican los llamados “obstadculos microbianos” que como su nombre lo indica nos ayudan a
inhibir microrganismos indeseables y algunas de ellas adicionalmente nos ayudan a incrementar
los microorganismos benéficos. En esta investigacion se volvio relevante medir la eficiencia del

proceso de fabricacion como método para inhibir a microrganismos patégenos.

1.2. Antecedentes

La leche fresca es un producto perecedero, puede estar contaminado y necesita ser procesado, tanto
para asegurar la calidad higiénico-sanitaria como para alargar la vida util del producto. Estos
tratamientos consisten en someter la leche a combinaciones adecuadas de tiempo y temperatura
que no alteren la calidad organoléptica y nutricional de la leche de partida (Hernandez, 2010). Por
ser un alimento muy completo, es un medio ideal para el crecimiento de microorganismos, que de
no eliminarse podrian suponer un riesgo para los consumidores. Por lo tanto, si no se realizan los
controles de calidad necesarios en los procesos de la industrializacion, esta puede ser un vehiculo

de enfermedades que pueden afectar a los consumidores (Gomez & Mejia, 2005).
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Debido a su diversa composicion quimica, la leche proporciona un medio especialmente adecuado
para el crecimiento de bacterias. En este grupo se encuentran bacterias que se alimentan
principalmente de proteinas, lactosa y grasas. Las actividades bioquimicas de cada uno de estos
compuestos son proteoliticas, lipoliticas o lipoliticas, respectivamente (Keating & Gaona
Rodriguez, 1986).

Las bacterias coliformes, llegan a la leche y subproductos por malas condiciones higiénicas. La
temperatura optima para su desarrollo es aproximadamente 37 °C. Las bacterias coliformes no
forman esporas y se destruyen por pasteurizacion a temperatura baja, por lo que se emplean como
indicadores de la higiene en el manejo de la leche después de este proceso (Keating & Gaona
Rodriguez, 1986; Meyer, 1987). Se sabe que los productos lacteos contienen bacterias patdégenas
que son perjudiciales para la alimentacion humana. Por contaminacién humana, la leche puede
contener microorganismos enteropatogenos como Salmonella y Shigella que son responsables de
intoxicaciones alimentarias. El animal puede contaminar la leche con el bacilo tuberculoso bovino,

bacilo de la fiebre de Malta y bacterias responsables de mastitis (Meyer, 1987).

Existen ciertos factores que controlan el crecimiento de microorganismos en el queso, estos
incluyen la actividad del agua, la concentracion de sal, el potencial de oxidacion-reduccion, el pH,
el NOs, la temperatura y, quizés, la produccion de bacteriocinas por algunos microorganismos.
Estos factores se denominan "obstaculos”. El efecto de los obstaculos individuales puede no ser
significativo, pero todos ellos actuando juntos conducen a un control considerable. Otros
compuestos producidos durante la fabricacién y maduracion de la cuajada, por ejemplo, el agua 'y
los &cidos grasos, también inhiben el crecimiento microbiano, pero las concentraciones de estos
producidos por los iniciadores en el queso no son lo suficientemente altas como para tener un efecto

significativo sobre las bacterias (A. Hayaloglu, 2016).

En la Cuadro 1 se puede observar el crecimiento de E. coli durante la elaboracion de queso. La
prevalencia de este patogenos depende de las condiciones de proceso como temperatura, adicion
de antimicrobianos, adicion de cultivo lactico, control de temperatura durante el proceso,
operaciones adicionales segun la variedad de queso (cheddarizacion, estiramiento de la cuajada,

etc.).
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Cuadro 1. Supervivencia de E. coli durante la elaboracion de queso

Tipo de queso Microorganismo Supervivencia Autor y afo
Semiduro E. coli Viable Peng, et al., (2013)
16 semanas
Queso blanco E coli Viable Leucher, et al.,
(Fresco) ' 4 semanas (2002)
Queso parner E coli Viable Wabhi, et al.,
(Fresco) ' 48 horas (2006)
Monterrey . Viable Adkari, et al.,
Cheddar E. coli 60 dias (2018)
(Semi duro)
Cheddar E coli Indetectable Reitsma, et al.,
(Semi duro) ' 158 dias (1996)
C(I}lgﬂ((iizr E coli Viable D’amico, et al.,
(Semi duro) 270 dias (2010)
Queso de cabra E coli Viable Vernozy, et al.,
(Fresco) ' 42 dias (2005)
Camembert E coli Viable Montet, et al.,
(Fresco) ' 20 dias (2009)
Mozzarella . ., Spano, et al.,
(Fresco E. coli Inactivacion total (2003)
. Higiénicamente Johler, et al.,
Quesos duros E. coli seguros 1 semana (2006)
1.3. Hipdtesis

La cheddarizacién puede ayudar a disminuir microorganismos de deterioro durante la fabricacion

de queso Chihuahua.

1.4. Objetivo General

Medir la efectividad del proceso de manufactura de queso como método de conservacién de la

leche.
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1.5. Objetivos Especificos

1) Caracterizacion del crecimiento de E. coli en leche liquida.
2) Medir la efectividad del proceso de cheddarizado.
3) Crear un experimento factorial en el cual se evalué el efecto conjunto de la actividad de agua

y el pH sobre la inhibicion del desarrollo de E. coli en cuajada de leche.

1.6. Seccidn Integradora del Trabajo

Este tema de investigacion nos permitié analizar el comportamiento de E. coli durante el proceso

de elaboracion de queso, y analizar los factores que nos conducen a su inhibicién.

Articulo 1 “Factores que afectan el crecimiento de microrganismos benéficos y patdgenos en
productos lacteos”, comenzamos por resaltar la importancia de la leche y sus derivados lacteos,
pasamos a definir conceptos basicos sobre queso, su proceso de elaboracion, microorganismos
comunes en leche y en la produccién de queso, proceso de fabricacion como método de
conservacion, otro punto muy importante son los factores que afectan el crecimiento microbiano
tales como; actividad de agua, sal, pH, temperatura, bacterias acido lacticas, etcétera. Esta
informacion es muy relevante para saber los factores que podemos modificar durante la elaboracion
de queso para provocar la inhibicion de microrganismos indeseable, asi como favorecer el

crecimiento de microrganismo benéficos.

En el articulo 2 (review) “Proceso de manufactura del Queso como método de conservacion de la
leche”. ElI queso como un producto de alta calidad nutrimental, sin embargo, también es un
alimento que puede contaminarse facilmente durante su proceso de elaboracion si no se toman las
medidas adecuadas, ahora bien, es facil suponer que este proceso también puede tener
caracteristicas que resultan beneficiosas al momento de inhibir microorganismos indeseables. El

objetivo de esta revision es analizar el proceso de fabricacion de queso como método para inhibir
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el crecimiento de microorganismos patdgenos. Se observo la supervivencia de microorganismos
indeseables durante la fabricacion de queso durante varias etapas de proceso; adicion de cultivo
iniciador, adicion de antimicrobianos, temperatura de coccion de la cuajada, temperatura de
estiramiento de la cuajada, temperatura de almacenamiento y tiempo de almacenamiento. El
proceso de manufactura de queso comprende una serie de operaciones unitarias que poseen el
potencial de actuar como método de conservacion, contribuyendo a asegurar la calidad
microbiologica del queso. Algunas variedades de queso cuentan con ciertas operaciones que le dan
ciertas caracteristicas organolépticas y a su vez le permiten desarrollar microorganismos benéficos

que ayudan al control de microorganismos indeseables.

Articulo 3 “Effect of Water Activity, pH, and Lactic Acid Bacteria to Inhibit Escherichia coli
during Chihuahua Cheese Manufacture”. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la efectividad
del control del pH, la actividad del agua y la adicion de bacterias acido lacticas sobre la
proliferacion de Escherichia coli en la cuajada durante la elaboracion del queso Chihuahua. La
leche demostrd ser un excelente medio de cultivo para E. coli, permitiéndole desarrollarse en
concentraciones de hasta 10° ufc/g. Sin embargo, la presencia de LAB, el control del pH, Aw, y
especialmente el uso del proceso de Cheddarizacion durante el queso Chihuahua la produccién
resulté ser obstaculos importantes que inhibieron la proliferacion de E. coli en las condiciones
estudiadas. Ademas, reducir la actividad acuosa de la cuajada lo mas rapido posible es presentado
como la herramienta mas poderosa para inhibir el desarrollo de E. coli durante el proceso de

elaboracion del queso Chihuahua.
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2. FACTORES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO DE MICRORGANISMOS
BENEFICOS Y PATOGENOS EN PRODUCTOS LACTEOS

2.1. Leche

La leche es un liquido secretado por la madre de diferentes mamiferos, de los cuales existen mas
de 4.000 especies, cuya tarea principal es satisfacer las necesidades nutricionales completas de los
recién nacidos de la especie. Le suministra energia a partir de grasas y azUcares (lactosa),
aminoacidos (proteinas), vitaminas y elementos atdmicos (a menudo, pero de manera inexacta,
Ilamados minerales). Ademas, los componentes de la leche efectdan algunas funciones fisiologicas,
incluidas sustancias antimicrobianas (inmunoglobulinas, lacto peroxidasa y lacto transferrina),
enzimas e inhibidores de enzimas, proteinas transportadoras de unién a vitaminas y factores de
control y crecimiento celular. Debido a que los requerimientos nutricionales y fisioldgicos de cada
especie son mas 0 menos Unicos, la composicion de la leche tiene notorias diferencias entre
especies (Revilla, 1982). La leche varia segln la raza (para animales lecheros comerciales), la
salud, el valor nutricional, la etapa de lactancia, la edad del animal e intervalo de ordefio, etc.
(Revilla, 1982).

La leche se obtiene mediante ordefio sin aditivos ni extracciones y esta destinada al consumo como
leche liquida o a su posterior procesamiento (FAO/WHO Codex Alimentarius, 1999). Esta
secrecion lactea debe tener no menos de 3.25% de grasa y no menos de 8.25% de s6lidos no grasos
y su valor nutritivo dependera en gran parte de la combinacion de estos dos parametros. Se utiliza
la leche de diferentes mamiferos para el consumo humano, pero la leche de vaca es la méas

abundante y la de mayor consumo en el mundo (Revilla, 1982).

Se ha recopilado una altisima cantidad de datos cientificos sobre la composicion de la leche y sus
derivados; podria decirse que es uno de los alimentos mas estudiados de todos los tiempos.
(Romero del Castillo & Mestres Lagarriga, 2004).

La leche es un alimento basico y el hombre ha hecho uso de ella en su dieta, ya sea usandola
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directamente o procesandola en productos como queso, yogur y mantequilla, entre otros. (Gémez
& Mejia, 2005).

2.1.1 Composicion Quimica y Fisica de la Leche

Después del parto, la vaca comienza con las secreciones mamarias; Ilamado calostro (durante los
primeros 2 o 3 dias), es un liquido con un alto contenido de solidos, de fuerte olor y sabor amargo,
abundante en inmunoglobulinas y con la siguiente composicion promedio: 79% de agua, 10% de
proteinas, 7% grasa, 3% de lactosa y 1% de ceniza. El calostro esta destinado principalmente a
fortalecer el sistema inmune del becerro y s6lo a este le sirve; por su gran proporcién de

inmunoglobulinas, es sumamente sensible a la desnaturalizacion térmica (Badui Dergal, 2016).

Pasado este periodo, la vaca sintetiza propiamente la leche durante toda la lactancia que varia entre
180 a 250 dias (dependiendo muchos factores), con una produccion media diaria muy fluctuante
que varia desde 3 hasta 25 L. La leche se sintetiza fundamentalmente en la glandula mamaria, pero

una parte de sus constituyentes también proviene del suero de la sangre (Badui Dergal, 2016).

Cuadro 2.Composicion quimica de la leche de diferentes razas de vacas (%)

Raza Agua Grasa Proteinas Lactosa Cenizas
Holstein | 88.12 3.44 3.11 4.61 0.71
Airshire | 87.39 3.93 3.47 4.48 0.73
Suiza café | 87.31 3.97 3.37 4.63 0.72
Guernsey | 86.36 450 3.60 4.79 0.75
Jersey | 85.66 5.15 3.70 4.75 0.74

La leche generalmente se compone de agua, grasas, proteinas, azucares, vitaminas y minerales, y
otras sustancias presentes en menores concentraciones que en conjunto forman un sistema fisico y
quimico relativamente estable; Esto se debe a que todos los componentes estan en equilibrio. Los
solidos totales de la leche (grasa y solidos no grasos) representan entre 10.5 y 15.5% de su

composicion total y varian de acuerdo con muchos factores tales como la raza de la vaca, tipo y
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frecuencia de la alimentacion, época del afio, hora del dia de la ordefia, etcétera (Badui Dergal,
2016). En la Cuadro 1 vemos los valores medios de la composicién global de los distintos tipos de
leche, aunque, como se ha comentado anteriormente, es habitual encontrar diferencias entre una

misma raza y mas aun entre diferentes razas de cada pais.

2.1.2 Propiedades de la Leche

La leche y sus derivados tienen ciertas propiedades fisicas especiales que reflejan su composicion
y las interacciones de sus componentes; el color y la viscosidad son dos factores que el consumidor
puede juzgar inmediatamente y, con base en esto, rechazar o aceptar un producto (Badui Dergal,
2016). También es importante conocer otras caracteristicas fisicas como gravedad especifica,
tension superficial, capacidad calorifica especifica, punto de congelacién, etc.(Badui Dergal,
2016).

La leche tiene un color blanco caracteristico, que se debe principalmente a la dispersion total del
espectro visible, debida principalmente a los globulos grasos, aunque también influyen las micelas
de caseina y el fosfato calcico coloidal. Cuanto méas pequefias sean estas particulas, mayor sera el
area de dispersion de la luz y, por tanto, el producto aparecera mas blanco; por el contrario, cuando
las particulas sélidas se combinan y forman agregados, se reduce la dispersion que causa parte del
tinte azul. El objetivo principal de la homogeneizacion es reducir el tamafio de los glébulos de
grasa grandes y crear una gran cantidad de particulas mas pequefias que contribuyen a la blancura
deseada de la leche. Es importante recordar que la presencia de carotenoides y riboflavina también
tiene un pequefio impacto en el color de este alimento, dandole los primeros una tonalidad amarilla
y la segunda una tonalidad verde (Badui Dergal, 2016).

En cuanto a la viscosidad, y a pesar de que la leche contiene 12-14% de sdlidos, la leche se
comporta casi como un fluido newtoniano similar al agua, con una viscosidad de 2 centipoises. Las
micelas y los globulos de grasa son los principales responsables de la viscosidad de los productos
lacteos, por lo que la leche desnataday el suero son liquidos a 1.5y 1.2 centipoises respectivamente,
mas parecidos al agua (1 centipoise). Por otra parte, el peso especifico de la leche depende de los
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diversos solidos que contiene, de tal forma que existe una ecuacion lineal que relaciona este
pardmetro con los sélidos no grasos y la grasa. El peso especifico de la leche a 15 °C es de es 1.032,
mientras que el de la leche evaporada es de 1.066 y el de la leche condensada azucarada es de 1.308
(Badui Dergal, 2016).

Una de las propiedades generales de la leche es la reduccion del punto de congelacion mediante la
accion de solutos de bajo peso molecular como la lactosa y las sales de acuerdo con lo establecido
por la ley de Raoult. En general, el punto de congelacion de la leche oscila entre -0.52 °C y -0.57
°C. Este valor se utiliza en andlisis criogénicos para determinar el deterioro de la leche debido a la
dilucion con agua. Comparando el punto de congelacion de la muestra con el punto de congelacion

de referencia, se puede cuantificar la cantidad de agua afiadida. (Badui Dergal, 2016).

Es importante sefialar que los mismos solidos disueltos hacen que el punto de ebullicion de la leche
sea ligeramente superior al del agua pura a la misma presién: por ejemplo, la leche tiene un punto
de ebullicion de 100.17 °C. El calor especifico de la leche es de 0.93 cal/kg °C y al igual que en
todos los productos lacteos, variando en forma directa de acuerdo con el contenido de agua (Badui
Dergal, 2016).

Por otro lado, la acidez titulable de la leche se debe a la presencia de grupos proteicos ionizables,
como el carboxilo de los acidos aspartico y glutdmico, y tipicamente su valor esta entre 0.10 y
0.26%, expresado como acido lactico. En cuanto al pH de la leche, suele estar entre 6.5y 6.7, y
cualquier cambio en este valor indica un cambio en el producto: por ejemplo, un pH mas bajo se
debe a una acidificacion bacteriana y un pH alto més a la posibilidad de infecciones como como
mastitis. (Badui Dergal, 2016).

2.1.3 Estado de Dispersion de la Leche

La leche es un sistema biolégico muy complejo, en el que existen tres estados de dispersion fisica
de muchos componentes: a) La lactosa, asi como las sales, los cationes, los aniones y las vitaminas

hidrosolubles, existe como una verdadera solucién; b) las proteinas, las caseinas y las del suero,
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forman dispersiones coloidales, y ¢) las sustancias liposolubles se encuentran como emulsion
(Badui Dergal, 2016).

Aunque cada uno de estos sistemas tiene diferente densidad (1.05, 1.114 y 0.94 g/ml
respectivamente), estan en equilibrio debido a diversos mecanismos de estabilidad que tiene cada
uno de ellos; los distintos tratamientos a los que se somete la leche y sus derivados pueden alterar
estas fases y consecuentemente la estabilidad final del producto (Badui Dergal, 2016).

2.1.3.1 Fase micelar. Las caseinas actuan entre si formando una dispersion coloidal que consiste
en particulas esféricas Ilamadas micelas con un didmetro que varia de 60 a 450 nm; estas a su vez
estan constituidas por subunidades, también esféricas, de didmetro de 10 a 20nm. el peso molecular
de las micelas va de 200 a 2800 millones de daltones; el nimero de ellas por mililitro de leche es
de 5000 a 15 millones; su densidad es de 1.114 g/ml, y estan constituidas aproximadamente por 92

% de proteinas y 8 % de fosfato de calcio (Badui Dergal, 2016).

La Figura 1 muestra un diagrama de micelas cuyas subunidades estan unidas por iones calcio; En
este sentido, no esta claro como se comporta este ion; Sin embargo, algunas teorias sugieren que
el fosfato célcico se une a los grupos NHz de la lisina o que el calcio interactda directamente con
el carboxilo ionizado. Por este motivo, los secuestrantes de calcio o la dialisis inducen la disolucion

reversible de las micelas en las respectivas subunidades. (Badui Dergal, 2016).
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Figura 1. Estructura de la micela de caseinas.

La micela tiene un alto contenido de agua con aproximadamente 3.8 g de agua por gramo de
proteina y su estructura porosa permite un intercambio continuo entre sus componentes y los del

suero, que depende de la temperatura y del pH del sistema. (Badui Dergal, 2016).

Cuando el pH de la leche se ajusta al punto isoeléctrico de la caseina (pH 4.6), se produce la
protonacion de los carboxilos libres y la consiguiente eliminacion de la carga negativa. esto hace
que desaparezca el mecanismo estabilizador y facilita la interaccion de las caseinas, lo que
finalmente conduce a su precipitacion. Ademas de la caseina, las micelas también contienen otras
proteinas, principalmente algunas enzimas como la lipasa y la proteasa La primera actla mas
facilmente sobre los glébulos grasos después de la homogeneizacion de la leche porque este
proceso crea un enlace no covalente entre las micelas y los globulos grasos. (Badui Dergal, 2016).

2.1.3.2 Fase lipidica. La fase lipidica juega un papel muy importante en la estabilidad de los
productos lacteos y, debido a su composicion, es la fuente de muchas de las reacciones quimicas y

enzimaticas de deterioro que se encuentran mas comdnmente en la leche. Esta formada por gotitas
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de grasa con una densidad de 0.94 g/ml y contiene practicamente sélo triglicéridos, pero también
inmunoglobulinas, enzimas, colesterol, carotenoides y otros lipidos en menores proporciones.
(Badui Dergal, 2016).

El nimero de glébulos de grasa varia de 1.5 a 3 000 000 000 por mililitro y el tamafio puede ser de
0.1 hasta 22 micras, con un promedio de 4 micras; cabe sefialar que estos tamafios son de leche
cruda, la cantidad aumenta y el tamafio disminuye. En general, los glébulos de grasa son de 20 a

50 veces mas grandes que los glébulos de caseina. (Badui Dergal, 2016).

Por su composicion, la membrana de los glébulos de grasa juega un papel muy importante en su
estabilidad en la leche, esta contiene un 20% de fosfolipidos con una alta proporcién de acidos
grasos insaturados que favorecen las reacciones de oxidacion; contiene ademas la mayor parte del
cobre que se encuentra en la leche; factores que también contribuyen a la reaccién de oxidacién

antes mencionada (Badui Dergal, 2016).

Las inmunoglobulinas que contiene la leche favorecen la cremacion, ya que las fracciones IgM e
IgA tienen la peculiaridad de asociarse entre ellas a bajas temperaturas (5 °C), formando grandes
agregados proteicos, esto trae consigo que los glébulos de grasa se aglomeren (Badui Dergal,
2016). Sin embargo, cuando la leche se somete a un tratamiento térmico como la pasteurizacion,
se produce la desnaturalizacién de las inmunoglobulinas y se inhibe la formacién de crema. Las
tensiones mecanicas, como la homogeneizacion, provocan la rotura de las membranas de los
globulos de grasa y de las células sanguineas presentes en la leche, la reduccion de su diametro y
la difusién de inmunoglobulinas en el suero; esto también reduce la tendencia de la leche a formar
crema. (Badui Dergal, 2016).

2.1.4 Contaminantes de la Leche

Como mencionamos anteriormente, la leche es un excelente medio de cultivo para una serie de

organismos, especialmente bacterias mesofilas, y entre estas encontramos bacterias patogenas,
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cuya proliferacion depende principalmente de la temperatura y a presencia de otros
microorganismos competidores o sus metabolitos. Evitar la contaminacion y posterior crecimiento
de microorganismos en la leche es, por tanto, un problema constante para los responsables de la
produccién y elaboracion de este producto. Por lo tanto, se han creado métodos para reducir los
niveles de contaminacion mediante un manejo mas higiénico, lo que lleva a una mejor higiene. Sin
embargo, el riesgo de contaminacion de la leche aln existe, principalmente debido a la mala

aplicacion de los métodos recomendados (Magarifios, 2000).

Sin embargo, hay que recordar que la leche es un producto orgénico obtenido de animales y por lo
tanto plantea un problema en cuanto a la fuente de contaminacion porque, al salir de la glandula
mamaria, este producto transporta microorganismos. A esto hay que sumarle los contaminantes
creados durante la manipulacion en ordefio, transporte y procesamiento, proceso donde la leche
pasa por muchas personas y elementos. Las bacterias que se encuentran en la leche no son la Unica
fuente de contaminacion, también lo son las bacterias que se encuentran en los equipos, utensilios,
en el aire, el polvo, el heno, etc. Muchas bacterias presentes en la leche cruda pueden multiplicarse
significativamente a menos que el producto esté congelado. Sin embargo, cuando los productos se
almacenan a 4°C e incluso a temperaturas mas bajas, las bacterias continGan creciendo, aunque

mas lentamente (Magarifios, 2000).

Respecto a la recogida de leche, esta es la etapa mas susceptible a la contaminacidn por suciedad,
microorganismos y sustancias quimicas que estan presentes en la propia sala de ordefio y pueden
introducirse inmediatamente en la leche. Cabe sefialar que el alto valor nutricional de la leche puede
verse contrarrestado por la presencia incidental de una variedad de contaminantes. (Keating &
Gaona Rodriguez, 1986). Estos se pueden dividir en dos grupos: contaminantes quimicos y

contaminantes biolégicos.

2.1.4.1 Contaminantes quimicos. Se pueden introducir accidentalmente peligros quimicos en la
leche y los productos lacteos, convirtiéndolos en productos peligrosos no aptos para el consumo.
La leche puede contaminarse cuando los animales lecheros beben agua que contiene sustancias

quimicas. La contaminacion quimica también puede deberse a un control inadecuado de los
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equipos, el medio ambiente y las instalaciones de almacenamiento de leche. Los contaminantes
quimicos mas frecuentemente detectados son: detergentes, desinfectantes de pezones,
desinfectantes lacteos, antiparasitarios, antibioticos, herbicidas, plaguicidas, funguicidas,
insecticidas (DDT, Aldrin, Dieldrin, Heptacloro), higienizantes (yodo, cloro, peréxido de
hidrégeno, amonio cuaternario) y antibioticos (penicilina, estreptomicina, clortetraciclina)
(Keating & Gaona Rodriguez, 1986).

2.1.4.2 Contaminantes bioldgicos. La leche, desde su produccion, esta expuesta a la contaminacion
con innumerables agentes microbianos. EI nimero y tipo de estos agentes depende de las practicas
de salud e higiene seguidas en la manipulacion del producto durante la produccion, transporte,

procesamiento y venta (Keating & Gaona Rodriguez, 1986).

Los riesgos microbianos son un problema importante de seguridad alimentaria en la industria
lactea. Estas sustancias pueden introducirse en la leche desde el medio ambiente o desde los propios
animales lecheros. La leche puede contener microorganismos dafiinos como Salmonella,
Escherichia coli 0O157:H7, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Yersinia
enterocolitica, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Mycobacterium bovis, Brucella abortus y

Brucella melitensis (Keating & Gaona Rodriguez, 1986).

2.1.5 Transformacion de la Leche en Productos Lacteos

La leche es un alimento invaluable, pero tiene una vida Util corta y debe almacenarse con cuidado.
Es un alimento altamente perecedero porque proporciona un excelente ambiente de crecimiento
para microorganismos, incluidas bacterias patdgenas, que pueden causar deterioro del producto y
enfermedades en los consumidores. Sin embargo, la leche procesada permite almacenarla durante
dias, semanas o meses y ayuda a reducir las enfermedades transmitidas por los alimentos (FAO,
OMS, & UNICEF, 2020).
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La vida util de la leche se puede alargar varios dias mediante técnicas como la refrigeracion (que
es el factor que mas probablemente afecta a la calidad de la leche cruda) o la fermentacion. La
pasteurizacion es un proceso en el que mediante un tratamiento térmico se alarga la vida til de la
leche y se puede reducir el nUmero de microorganismos patégenos hasta niveles que no supongan
un peligro grave para la salud. La leche se puede procesar y transformar en productos lacteos
condensados, que tienen un alto valor, son faciles de transportar y tienen una larga vida atil (FAO
etal., 2020). El procesamiento de leche ofrece a los pequefios productores lacteos mayores ingresos
en efectivo que las ventas de leche cruda y un mayor acceso a los mercados regionales y urbanos
(FAO et al., 2020).

Los componentes mas valiosos de la leche desde un punto de vista tecnoldgico son las grasas y las
proteinas. La separacion y/o conversion de tal o cual sustancia, asi como la conversion de lactosa
en acido lactico, son los procesos que dan origen a diversos productos lacteos tradicionales.
(Romero del Castillo & Mestres Lagarriga, 2004).

2.1.5.1 Por separacion de la grasa

+ Nata: Es una grasa espesa y blanda de color blanco o ligeramente amarillo, emulsionada en
leche fresca o cruda, es decir, en su estado natural y no ha sufrido ningin procesamiento
artificial. Se compone principalmente de gotas de grasa que flotan en la superficie de la leche
cruda; por eso se llama emulsién de grasa en agua. Esta capa se hace visible dejando en un
recipiente una determinada cantidad de leche cruda, sin homogeneizar o desnatada:
podemos ver cdmo se forma una fina capa en la superficie. No hay que confundir con la nata
que observamos al hervir la leche, que nada tiene que ver. La nata puede estar mas o0 menos
concentrada en grasa, normalmente entre 12 y 36 %, el resto del producto tiene la misma

composicion que la leche (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004).

% Mantequilla: Se trata de una emulsion sélida considerada apta para el consumo humano,
producida batiendo, amasando y lavando la grasa y el agua de la leche, con o sin maduracion
biolégica por bacterias especificas del acido lactico. La grasa lactea en la nata forma una

emulsion de grasa en agua que, debido a la accion mecanica sobre la nata (batido), transforma
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la emulsién en agua en grasa. Eliminando la mayor parte de la fase acuosa de la crema. La
mantequilla contiene al menos un 80% de grasa lactea. El producto liquido obtenido como
subproducto de la produccidn de mantequilla se llama suero de leche y tiene una composicion

muy similar a la leche desnatada. (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004)

2.1.5.2 Por transformacion y/o separacion de proteina.

X/
L X4

Leche fermentada/Yogur: El yogur es sin duda el tipo de leche fermentada mas consumido y
mas conocido. Ademas, suele ser méas fécil de digerir que la leche debido a su bajo contenido
de lactosa. Es por ello que es mejor aceptado por personas con intolerancia a la lactosa. A
menudo existe mucha confusion en torno a la diferencia entre yogur y leche fermentada. El
yogur se produce a partir de la adicion de dos bacterias a la leche: el fermento Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus. Por otro lado, la leche fermentada necesita tanto
de los dos tipos de bacterias anteriores como de otros fermentos. En definitiva, el yogur es
un tipo de leche fermentada. La caseina de la leche, que resulta del proceso de acidificacion
por parte de las bacterias del acido lacticas que convierten la lactosa en acido lactico, forma
un gel débil que consta de la fase acuosa y la fase grasa de la leche. En otras palabras, la
leche fermentada tiene una composicion bastante similar a la leche excepto que parte de la
lactosa se ha convertido en &cido lactico. (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga,
2004).

Cuajada: En rigor no se trata de un queso sino de leche coagulada sin fermentar, con cuajo
animal o extracto de cardo. Hay dos tipos de cuajada, el primer tipo se elabora con un poco
de nata o suero, llamado cuajada natural, el segundo se obtiene por coagulacion. La leche
tradicional con la que se elabora la cuajada es leche de oveja recién ordefiada, mezclada con
cuajo, aunque también se puede elaborar con leche de cabra o de vaca. Durante su
elaboracion, es costumbre introducir una piedra incandescente en el recipiente para que
adquiera el sabor ahumado o quemado, que le es caracteristico. La leche con la que se elabora
la cuajada debe pasteurizarse durante 30 minutos a unos 35 °C. Sus valores nutricionales son
muy parecidos a la leche, aunque, al ser coagulada, su digestion es mucho mas sencilla.

Contiene lactosa, proteinas como la caseina, calcio y vitaminas. Si se elabora con leche de
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L X4

oveja, podemos encontrar en esta una gran fuente de grasas saturadas, pero mayor
consistencia que las elaboradas con leche de vaca. Las caseinas de la leche, al afiadirles cuajo
(enzima proteolitica), se transforman dando lugar a un gel solido bastante consistente, que, a
diferencia del anterior, esta formado a partir de uniones entre micelas de caseina a través del
calcio. Igual que en el caso del yogur, esta estructura engloba la totalidad de la fase acuosa y
grasa de la leche (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004).

Requesén: Es un producto lacteo que se obtiene fermentando y cocinando el suero. Es un
subproducto del proceso de elaboracion del queso, por lo que el requesén no es queso. Su
uso inicial se remonta a la Edad del Bronce, tras la cual se desarroll6 su produccion en la
antigua Roma. Es un producto obtenido del suero del queso. La leche obtenida durante la
produccidn de queso contiene (si se produce a partir de leche cruda) cantidades significativas
de proteinas solubles. La acidificacion de este suero y el calentamiento por encima de 80°C
determinan la precipitacién de estas proteinas, formando pequefios agregados con alto
contenido de agua y la agregacion de estos agregados crea el requeson. Se trata, por tanto, de
un producto excepcionalmente rico en proteinas (Romero del Castillo Shelly & Mestres
Lagarriga, 2004).

Queso: Paraelaborarlo, la caseina de la leche se coagula mediante fermentacion con bacterias
del &cido lactico o afiadiendo cuajo 0, mas a menudo, con la ayuda adicional de estas dos
operaciones. El gel asi obtenido tiene una fuerte tendencia al sinergismo y segrega asi una
fraccion importante (posiblemente superior al 90% de su masa) de suero. El suero contiene
principalmente componentes lacteos solubles (agua, lactosa, proteinas y minerales solubles).
El fendmeno de la sinéresis es conocido como desuerado. Si el queso se consume dentro de
unos dias, es fresco; por el contrario, si se deja madurar, dependiendo del tiempo de
maduracion, el queso estara mas o menos maduro. La operacion de escurrido elimina una
porcion muy importante de agua, lactosa y minerales disueltos, la composicion del queso es
principalmente rica en proteinas y grasas (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga,
2004).
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2.2. Queso

Este es el nombre comin de un grupo de productos alimenticios elaborados a partir de leche
fermentada, se producen en todo el mundo y se presentan en una amplia variedad de sabores,
texturas y formas. Se cree que el queso se desarrolld en la “Creciente Fértil” entre los rios Tigris y
Eufrates en Irak hace unos 8.000 afios, durante la “Revolucion Agricola”, cuando se domesticaron
ciertas especies de plantas y animales. Entre los primeros animales domesticados se encontraban
las cabras y las ovejas; animales pequefios, gregarios y féciles de pastorear, que se utilizan para
proporcionar carne, leche, cuero y lana. EI ganado es més dificil de domesticar; porque el ganado
salvaje era mucho mas grande y feroz que el ganado moderno y también estaba menos adaptado al
arido Oriente Medio que las cabras y las ovejas. Al parecer, el ganado vacuno se utilizd
inicialmente principalmente como animal de tiro y hasta hace poco no se utiliz6 como principal
fuente de leche. El valor nutricional de la leche producida por el ganado fue rapidamente
reconocido y la leche y los productos lacteos se convirtieron en componentes importantes de la
dieta humana (Fox, 2017).

Procesar leche para convertirla en queso tiene ventajas obvias en términos de estabilidad en el

almacenamiento, facilidad de transporte y diversificacion de la dieta humana (Fuquay, 2011).

Es un alimento popular producido en la mayoria de las regiones del mundo a partir de la leche de
muchos mamiferos. Son uno de los mejores alimentos para el ser humano, no sélo por su valor
nutricional sino también por las sumamente diversas propiedades sensoriales que poseen (Alais,
1985).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el queso es un sistema tridimensional formado
principalmente por caseina incorporada al llamado caseinato-fosfato célcico, que a través de la
coagulacién forma un gel que contiene particulas grasas, algunos minerales, lactosa, vitaminas y

otros componentes de la leche. (Lopez de Alcaide, 1988).

Los productos lacteos fermentados se crean mediante una combinacion fortuita de factores, la
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capacidad de las bacterias acido-lacticas (BAL) de crecer en la leche y producir suficiente &cido
lactico para reducir su pH al punto isoeléctrico de la caseina. Ni las bacterias del acido lctico ni la
caseina estan disefiadas para esta funcion. La caseina esta “disefada” para coagularse
enzimaticamente en el estbmago de los mamiferos recién nacidos, que tienen un pH gastrico de
aproximadamente 6, mucho més alto que el punto isoeléctrico de la caseina. Su habitat natural es
la vegetacion, a partir de la cual pueden colonizar las ubres de mamiferos contaminados con leche

que contiene lactosa (Fox, 2017).

2.2.1. Caracteristicas Nutricionales del Queso

El queso tiene un alto valor nutricional con altos niveles de proteinas, grasas, agua, sales minerales
y vitaminas. Ademas, es una interesante fuente de calorias y contribuye a la remineralizacion del
organismo porque contiene abundantes cantidades de calcio y fésforo. Sin embargo, los niveles de
calcio varian segun el contenido de agua y el tipo de produccién (Keating & Gaona Rodriguez,
1986).

Dependiendo del sistema de produccién, el queso contiene entre un 10 y un 30% de proteinas. Estas
proteinas provienen de caseina desnaturalizada, una parte importante de la cual se degrada y se
disuelve en oligopéptidos y aminodcidos. De hecho, gracias a esta protedlisis, la proteina del queso
es mas facil de digerir (Dubach, 1980).

Al igual que el calcio de la leche, el cuerpo humano absorbe bien el calcio del queso debido a la
proporcion relativa de calcio y fosforo que proporciona y a la presencia simultanea de proteinas
que favorecen la absorcién intestinal. El contenido de aminoécidos esenciales en las proteinas de
la leche y el queso confiere a estos productos un valor nutricional extremadamente alto (Dubach,
1980). Respecto a la grasa que contiene el queso, no sélo aporta calorias, sino que también
transporta vitaminas liposolubles, principalmente vitaminas A y D. Los lipidos de la leche,
triglicéridos, fosfoglicéridos y esfingolipidos se encuentran en el queso en forma de emulsion, lo

que los hace mas faciles de digerir (Dubach, 1980).
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La consistencia del queso, ademas de la grasa, también depende de su contenido en agua. Esta
sustancia también se utiliza como disolvente y suero, transportando minerales, vitaminas

hidrosolubles y &cido lactico (Revilla, 1982).

La mayoria de las vitaminas B se eliminan con el suero durante el proceso de escurrido, dejando

solo el 25% en la cuajada. Mientras que la vitamina C se elimina por completo (Dubach, 1980)

2.2.2. Clasificacion de Queso

La variedad de quesos es realmente impresionante, el origen de las materias primas (leche de vaca,
oveja, cabra o bdfala) produce alrededor de 500 tipos de quesos reconocidos por la Federacion
Internacional de L&cteos. Muchos otros quesos locales también se producen a menor escala. Para
facilitar su estudio, se han realizado varios intentos de clasificar los quesos en grupos o familias
significativas. El sistema de clasificacion tradicional los clasifica basandose principalmente en el
contenido de humedad en duros, semiduros o blandos(P. F. Fox, Guinee, Cogan, & McSweeney,
2017).

Aunqgue es una base de clasificacion muy utilizada, tiene un grave inconveniente: agrupa quesos
que tienen caracteristicas y procesos de elaboracién muy diferentes. Por ejemplo, el cheddar, el
parmesano y el emmental suelen clasificarse como quesos duros, aunque tienen sabores y métodos
bastante diferentes. Se han realizado esfuerzos para hacer que este sistema sea mas discriminativo
al incluir factores como el origen de la leche del queso, el contenido de humedad, la textura, los
microorganismos de maduracion primaria y la temperatura de coccion. Otro esquema de
clasificacion hace diferencia entre variedades segln el tipo de iniciador primario y secundario
utilizado y el contenido de humedad. Ademas, hay clasificacion de los quesos sobre la base de la
técnica de fabricacion, sugiriendo que solo hay 18 tipos distintos de queso natural, agrupados en 8

familias bajo los encabezados muy duro, duro, semiblando y blando:

1. Muy duro (rejilla)
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%+ Madurado por bacterias (parmesano)

2. Duro
% Madurado por bacterias, sin ojos (Cheddar)

%+ Madurado por bacterias, con ojos (Emmental)

3. Semiblando
%+ Madurado principalmente por bacterias (Gouda)
%+ Madurado por bacterias y microorganismos superficiales (Limburgo)
% Madurado principalmente por moho azul en el interior (Roquefort)

4. Suave

®,

% Madurado (Brie)

®,

% Sin madurar (Cottage)

Desafortunadamente, ninguno de estos esquemas es completamente satisfactorio y, por lo tanto,
ninguno es universalmente aceptado. Adicionalmente se proponen una serie de "superfamilias” en

las que se agruparian todos los quesos segun el método de coagulacién de la leche:

e

%

Coagulados con cuajo (la mayoria de las principales variedades internacionales de queso)

% Coagulados con acido (Cottage y Quarg)

X/

S

Coagulado calor/acido (Ricotta)

e

AS

Concentracion/cristalizacion (Mysost)

Todos los quesos curados se coagulan con cuajo (~75% de la produccién mundial total). El
requeson agrio es el segundo grupo mas grande. La coagulacion mediante una combinacion de
calor y é&cido se utiliza para un pequefio numero de variedades, incluida la ricota.

Concentrado/cristalizacion utilizado en Noruega para producir “queso de suero” (Mysost) (P. F.
Fox et al., 2017).
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2.2.3 Etapas en el Proceso de Elaboracion de Queso

Hay cientos de tipos diferentes de queso producidos en todo el mundo y todos se elaboran segun
diferentes recetas, técnicas, procesos de produccion e incluso secretos comerciales. Sin embargo,

todos los diferentes quesos tienen un proceso de elaboracion (Fuquay, 2011).

El proceso de conversion de la leche en queso incluye dos etapas: la primera es el proceso de
coagulacion en el que se producen cambios fisicoquimicos de las proteinas (micelas de caseina),
bajo la influencia del &cido lactico y/o enzimas digestivas, protedlisis, que conducen a la formacion
de una columna vertebral proteica o “esqueleto”, haciendo que la leche se espese formando grumos
0 geles. En segundo lugar, después de la coagulacion, se produce una separacion del suero, es decir,
la fase acuosa de la cuajada, tras el corte de esta, obteniendo al final de esta etapa un queso crudo
0 queso fresco. Con la variacion de las etapas de proceso durante la fabricacion de queso se puede
obtener diferentes tipos de queso (Fuquay, 2011). Generalmente la produccion de todas las
variedades de queso implica un protocolo similar, al cual se modifican varios pasos para dar un

producto con las caracteristicas deseadas (figura 2).

2.2.3.1 Seleccion de leche. La composicidon del queso esta fuertemente influenciada por la
composicion de la leche, incluido el contenido de grasa, proteinas, calcio y pH. Por el contrario, la
composicion de la leche estéa influenciadas por una serie de factores, incluida la especie, la raza, la
variacion individual del animal, el estado nutricional, la salud y la etapa de lactancia del animal.
La leche destinada para la elaboracion de queso debe estar libre de contaminantes quimicos y
acidos grasos libres que causan mal sabor en el queso, asi como antibiéticos que inhiben los

cultivos bacterianos. (Fuquay, 2011).

La leche debe ser de buena calidad microbiol6gica, porque los contaminantes bacterianos se
concentran en la cuajada y pueden causar defectos o problemas de salud publica. Sin embargo, la
leche para queso a menudo se pasteuriza o se somete a uno 0 mas de los tratamientos que se

describen a continuacion para eliminar patdgenos, intoxicaciones alimentarias y ciertas bacterias
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perjudiciales. (Fuquay, 2011).

2.2.3.2 Estandarizacion de la composicion de la leche. El contenido de humedad del queso, y por
lo tanto el nivel de grasa y proteina, estd determinado principalmente por el protocolo de
fabricacion, pero la relacion grasa: proteina en el queso esta determinada principalmente por la

relacién grasa: caseina en la leche. Dependiendo de la relacién requerida, se puede modificar por:

+ la eliminacion una proporcion de grasa mediante cremacion natural o centrifugacion,

+ la adicién de leche desnatada,

+ laadicion de crema, y

+ la adicidn de leche en polvo, leche evaporada o retenido de ultrafiltracion (UF); dichas
adiciones también aumentan el contenido total de sélidos de la leche y, por lo tanto,

aumentan el rendimiento de cuajada de queso por unidad de volumen (Fuquay, 2011).

El calcio juega un papel esencial en la coagulacion de la leche por el cuajo y en el posterior
procesamiento del coagulo; por lo tanto, es una practica comudn agregar CaCl. (0.01 %) a la leche

para queso (Fuquay, 2011).

2.2.3.3 Tratamiento térmico de la leche. Cuando hablamos de leche cruda, nos referimos a leche
que no ha sido sometida a ningun tratamiento térmico. La principal diferencia con la leche que
consumimos habitualmente es que nos aporta un sabor mas distintivo y rico. Porque se obtiene
ordefiando diariamente, sin interrupcién, de la forma mas rapida y completa posible (Fuquay,
2011).

La leche se trata térmicamente a una temperatura de 62 a 65 °C durante 15 a 20 segundos. Este
tratamiento se aplica a la leche cruda para reducir la cantidad de microorganismos presentes en la
leche. Por lo tanto, se permite un almacenamiento mas prolongado. Para ello se utilizan
temperaturas mas bajas respecto a la pasteurizacion, que conserva mas del sabor original (Fuquay,
2011) .
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La leche pasteurizada ha sido tratada térmicamente para reducir la cantidad de microorganismos
dafinos en la leche a un nivel que no represente un peligro significativo para la salud. Este
tratamiento prolonga la vida Gtil de la leche y determina cambios quimicos, fisicos y organolépticos
al minimo nivel posible. La pasteurizacion no destruye las esporas ni las toxinas liberadas por los

microorganismos presentes en la leche antes del tratamiento térmico (Fuquay, 2011).

Si elaboramos queso con leche pasteurizada, este tratamiento inactiva el cuajo, creando cuajadas
mas himedas y suaves que tardan mas en madurar. Ademas, este queso no consigue el mismo sabor
y textura que el queso elaborado con leche sin procesar (Fuquay, 2011). Leche temperatura ultra
elevada o esterilizada UHT; (Ultra High Temperature, UHT) significa temperatura ultra elevada.
En este tratamiento la leche se somete a altas temperaturas durante cortos periodos de tiempo.
Luego se utiliza para crear productos comercialmente estériles que se pueden almacenar a
temperatura ambiente. Mediante este proceso de tratamiento se destruyen todos los
microorganismos gque no son capaces de causar dafios al producto (si se almacena en condiciones
normales). La leche que se somete a este tratamiento se envasa de forma aséptica en envases

esterilizados y sellados, que impiden la entrada de microorganismos. (Fuquay, 2011).

La termalizacion de la leche para elaborar queso se realiza ampliamente al recibirla en fabrica para
reducir la cantidad de microorganismos y prolongar el tiempo de almacenamiento. Por razones de
salud puablica, desde principios del siglo XX, la pasteurizacién de la leche destinada al consumo
liquido se ha vuelto cada vez mas popular. La pasteurizacién de la leche para hacer queso se hizo
popular alrededor del940, principalmente por razones de salud publica, pero también para

garantizar un suministro mas uniforme de leche de calidad. (Fuquay, 2011).
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Leche

» Seleccion
 Pretratamiento
» Estandarizacion

Leche de queso

+ Adicion de cultivo iniciador (opcional)
* Color (opcional)

+ CaCl?* (opcional)

+ Coagulacion (cuajo/acido)

Coagulacion

» Cortar coagulo

* Remover

» Calor

» Separacion de la cuajada y el suero

Cuajada

+ Acidificacion

* Operaciones especiales (cheddarizacion,
estiramiento)

* Salazon (algunas variedades)

* Moldeado

* Prensado

Maduracion

Figura 2. Protocolo general para la fabricacidn de queso (Fox, et al., 2000)

2.2.3.4. Color del queso. Los principales pigmentos de la leche son los carotenoides, que se derivan
de la dieta del animal, incluida la hierba fresca y el trébol. EI ganado transfiere carotenoides al
tejido graso y a la leche, mientras que las cabras, las ovejas y las bufalas no lo hacen. Por lo tanto,

la grasa de la leche de vaca y los productos ricos en grasas, incluido el queso, son amarillos en un
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grado que depende del contenido de carotenoides de la dieta del animal, mientras que los productos
lacteos equivalentes de sus vacas, como las ovejas, las cabras o las bufalas, son mas blancos. Los
carotenoides de la leche bovina pueden blanquearse mediante tratamiento con H202 o perdxido de
benzoilo, o enmascararse con clorofila u 6xido de titanio, si estos aditivos estan permitidos. En el
otro extremo del espectro estan las personas que prefieren los quesos de colores intensos, que
suelen obtenerse afiadiendo achiote o extracto de la semilla de Bixa orellana (originaria de Brasil)
la cual contiene dos pigmentos apocarotenoides, bixina y norbixina. (Fuquay, 2011).

2.2.3.5. Acidificacion. La acidificacion generalmente se logra mediante la produccién in situ de
acido lactico mediante la fermentacion de lactosa por BAL. Originalmente, se dependia de la
microflora nativa de la leche para producir acido. Sin embargo, debido a que esto era inestable, la
velocidad y el grado de acidificacion también lo eran, dando como resultado quesos de calidad
variable. Los cultivos de BAL (iniciadores) para la elaboracion de queso se introdujeron hace unos
100 afios y desde entonces se han ido mejorando y refinando progresivamente. Sin embargo la
acidificacion de la cuajada para algunos quesos artesanales ain depende de la microflora autoctona
(Fuquay, 2011).

La acidificacion directa con acido (normalmente acido lactico o HCI) o genoacidificacion (GDL)
es una alternativa a la acidificacion bioldgica y se utiliza principalmente comercialmente en la
produccion de requesén, quark, fetay queso mozzarella. La acidificacion directa es mas controlable
que la acidificacién bioldgica y, a diferencia de los cultivos iniciadores, no es susceptible a la
infeccion por bacteriofagos. Sin embargo, las enzimas de las bacterias iniciadoras son esenciales
para la maduracion del queso, por lo que la acidificacion quimica se utiliza principalmente para

quesos donde la textura es mas importante que el sabor (Fuquay, 2011).

La velocidad de acidificacion depende de la cantidad y tipo de iniciador afiadido, de las
caracteristicas de temperatura de la cuajada, y varia de 5 a 6 horas para el queso cheddar y cottage
y de 10 a 12 horas para otras variedades de queso holandés y suizo. El pH final de la cuajada para
la mayoria de los quesos de cuajada con cuajo esta entre 5.0 y 5.3, pero el pH de los quesos de
cuajada acida, por ejemplo, Cottage, Quark y Cream, y algunos quesos coagulados con cuajo

blando, como el Camembert y el Brie son 4.6 (Fuquay, 2011).
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2.2.3.6. Coagulacion. Después de que la leche ha sido estandarizada y pasteurizada o tratada de
otro modo, se transfiere a cubas, que varian en forma (hemisférica, rectangular o cilindrica, vertical
u horizontal), pueden estar abiertas o cerradas, y pueden variar en tamafo, donde se convierte en
cuajada de queso mediante un proceso que involucra tres operaciones bésicas: acidificacion,
coagulacion y deshidratacion (Fuquay, 2011).

Una etapa caracteristica esencial en la fabricacion de todas las variedades de queso es la
coagulacion del componente de caseina del sistema de proteinas de la leche para formar un gel que
atrapa la grasa, si esta presente. La coagulacion puede lograrse mediante:

¢+ proteolisis limitada por proteinasas seleccionadas;
++ acidificacion a pH ~4.6;

++ acidificacion a aproximadamente pH 5.2 en combinacion con calentamiento a ~ 90 °C.

La mayoria de los quesos se producen mediante coagulacion enzimatica (cuajo). En el pasado se
usaba el cuajo de los estdmagos de los animales jovenes (terneros, cabritos, corderos, bufalos). La
enzima principal del cuajo preparado a partir de estbmagos de animales jovenes es la quimosina
(95% de la actividad total de coagulacion de la leche), con una poca de pepsina. Sin embargo, los
suministros limitados de tales cuajos (debido al nacimiento de menos terneros y una tendencia
creciente en muchos paises a sacrificar terneros a una edad mayor que antes), junto con un aumento
mundial en la produccion de queso, han llevado a una escasez de cuajo de ternera. y, en
consecuencia, los sustitutos del cuajo (generalmente pepsinas bovinas o porcinas y, con menor
frecuencia, pepsina de pollo, y las proteinasas acidas de Rhizomucor miehei y, con menos
frecuencia, R. pusillus o Cryphonectria parasitica se usan ampliamente para la fabricacion de
queso en muchos paises con resultados satisfactorios (Fuquay, 2011).

2.2.3.7. Operaciones posteriores a la coagulacién. El gel de leche cuajada es estable cuando se
almacena en condiciones de reposo. Sin embargo, cuando se corta o0 se rompe, rapidamente forma
sinéresis y expulsa el suero. La velocidad y el grado de sinéresis dependen, entre otras cosas, de la
finura de la cuajada, la composicion de la leche, el valor del pH, la temperatura de coccion, la

velocidad de mezclado de la cuajada y suero y, por supuesto, el tiempo. La composicién del queso
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depende en gran medida del grado de sinéresis y, al estar bajo el control del quesero, es en esta fase
es cuando realmente comienza la diferenciacion de los distintos tipos de queso, aunque la
composicion de la leche, la cantidad y la composicion del queso son cruciales. También son
importantes el tipo de iniciador, asi como la cantidad y tipo de cuajo. La temperatura a la que se
cocina la cuajada varia de ~ 30 °C (es decir, sin coccion) para quesos con mucha humedad (por
ejemplo, Camembert) a ~ 55 °C para queso con poca humedad (por ejemplo, Parmigiano Reggiano)
(Brennan, Cogan, & Loessner y S. Scherer M., 2004).

Después de la coccion, la cuajada y el suero se separan mediante diferentes técnicas varietales.
Luego, la cuajada de la mayoria de los quesos se transfiere a una tina para su posterior
deshidratacién y acidificacion. La cuajada, que ha sufrido una extensa sinéresis en la tina (es decir,
tiene un bajo contenido de humedad), se presiona en los moldes, a veces con un aumento
programado de presion, para derretir el queso y liberarlo de los agujeros mecénicos. Reducir el
contenido de humedad. La cuajada de las dos familias de quesos, Cheddar y Filés, sufre un
tratamiento especial antes de formarse. (P. F. Fox, McSweeney, P. L.H., Cogan, T. M. and Guinee
T.P., 2004).

El queso tipo cheddar se somete a un proceso llamado ‘cheddarizacion'. El cual es un proceso
tradicional, la cuajada escurrida se apila en dos lechos en la cuba, separados por un canal para el
drenaje del suero. Las camas de cuajada se cortan en bloques, de ~ 10 cm de lado, que se invierten
cada 15 min y luego se apilan dos o tres bloques de altura. Este proceso continta durante ~ 2 h
hasta que el pH desciende a ~ 5.4. Durante la cheddarizacion, los bloques de cuajada fluyen
ligeramente y el queso adquiere una textura fibrosa similar a la de la carne de pechuga de pollo
cocida. Anteriormente, se creia que el flujo durante el cheddarizacién era esencial para la textura
del queso Cheddar, pero es probable que el cambio mas importante durante el cheddarizacion sea
la acidificacion que disuelve el fosfato de calcio coloidal: cuando la relacion Ca: proteina
disminuye a un cierto valor, adquiriendo la textura caracteristica del queso tipo cheddar (Fox, et
al., 2004).

La fabricacion de la cuajada del queso mozzarella es similar a la del queso cheddar hasta que el pH
disminuye a ~ 5.4. La cuajada acidificada se calienta luego en agua caliente de 60-65 °C, se amasa
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y se estira. Se afirma que el amasado y el estiramiento son esenciales para la textura fibrosa
caracteristica y la capacidad de estiramiento de la mozzarella. Sin embargo, puede ser que la
funcién de calentar y amasar sea simplemente inactivar enzimas y matar bacterias y, en efecto,
estabilizar las caracteristicas del queso. Originalmente, el calentamiento y el amasado
probablemente se introdujeron para controlar la microflora de la cuajada elaborada con leche de
mala calidad microbioldgica (Fox, et al., 2004).

2.2.3.8. Salazon. La salazdén es un tema de gran interés y representa una fase productiva
imprescindible si se quiere corregir defectos y obtener productos de gran calidad, uniformes y
apetitosos. (Jonson & Paulus, 2005).

Mediante esta operacion buscamos y obtenemos tres cosas. En primer lugar, se consigue un mejor
drenaje gracias a la capacidad de la sal para absorber la humedad; En segundo lugar, se mejora la
fermentacion, porque, aunque el efecto antiséptico de la sal no es tan fuerte como se supone, no
hay duda de que tiene un efecto especifico sobre algunos microorganismos. La sal garantiza un
sabor mas agradable y, en tercer lugar, la salazén permite conseguir una mejor y mas rapida

formacion de la corteza (Jonson & Paulus, 2005).

El salado se puede llevar a cabo utilizando 3 procedimientos distintos: con sal, con salmuera o de

forma mixta.
++ Salado con sal: este método se practica con técnicas distintas, pues mientras en algunos
sitios agregan la sal a la leche, en otras mezclan la sal con la cuajada y muchos elaboradores
lo hacen al prensado o algin tiempo después de prensar.

+¢+ Salazon con salmuera: La salazon del queso en salmuera es el sistema mas ldgico y practico.
Se trabaja mejor y de prisa, con menos empleo de mano de obra y de sal, se logran
excelentes resultados solo con algunos cuidados y con sencillas instalaciones.

+« Sistema mixto de salazon: EI método mixto mas utilizado es el que se usa en el queso
manchego. primero se utilizaba salmuera o saturacién durante 24 horas, con botes
periddicos irregulares para dejar las piezas otras 24 horas envueltas por completo en sal

seca. la salmuera forma una corteza fina y delicada, que a continuacion es endurecida por
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la sal, dejandola suficientemente delgada y elastica, pero a la par resistente, lo que no sucede
si se invierten los términos y se usa primero la sal y posteriormente la salmuera (Jonson &
Paulus, 2005).

La mayoria de los quesos, son salados al final de la fabricacion de la cuajada mesclando sal seca
con trozos de cuajada, por ejemplo, Cheddar y variedades relacionadas, inmersion en salmuera de
NaCl, por ejemplo, Gouda, Emmental y Camembert, y Frotar sal seca en la superficie del queso
prensado, por ejemplo, queso azul. La sal, que varia entre un 2 - 10 % en la fase de humedad, tiene
una gran influencia en varios aspectos de la maduracion, la calidad y la seguridad del queso
(Fuquay, 2011).

2.2.3.9. Maduracién. La maduracion corresponde a la fase en que la masa del queso cambiara sus
caracteristicas, inicia con un aspecto de masa blanquecina, algo insipida, mas o menos consistente
y pasara a tener nuevas caracteristicas en su estructura, aspecto, composicién, consistencia y color,
al mismo tiempo que el olor y el gusto adquieren nuevos matices y se acentian. Todo esto ocurre
porque la masa del queso estd poblada de microorganismos que, con sus enzimas, junto a los
propios de la leche y los afiadidos para su coagulacion, llevardn a cabo transformaciones
bioquimicas y fisicas. Estos cambios seran diferentes para cada tipo de queso, dependiendo del tipo
de leche, tipo de coagulacion y de los trabajos realizados en la fase de desuerado. También va a
depender del tipo de maduracion y de las condiciones de la camara donde maduran (Fuquay, 2011).
Existen dos tipos de maduracion, aquella que se realiza en ambientes naturales, como cuevas,
bodegas y aquella que se realiza en ambientes controlados, en cAmaras donde se programa la
temperatura y la humedad. La maduracion puede durar desde horas hasta varios meses, en este
proceso los quesos van perdiendo progresivamente la humedad mediante la evaporacién. Es por
ello que desde el inicio su peso ird decreciendo e ira concentrando cada vez mas su porcentaje de
extracto seco (materia solida del queso). En este proceso también es importante acordarse de la
actividad de las bacterias que, poco a poco, iran modificando las grasas, proteinas y carbohidratos

generando determinados aromas y sabores (Flores, 2018).

A grandes rasgos podriamos diferenciar dos tipos de queso por su maduracion:
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< Los quesos frescos: este tipo de queso no necesita maduracion por lo que puede ser
consumido justo después de su proceso de fabricacion.

< Los quesos madurados: tras su fabricacion necesita un periodo de tiempo a una temperatura
y humedad determinadas para que desarrollen todos los cambios fisico-quimicos que

caracterizan al mismo (Flores, 2018).

En algunos paises, una parte importante del queso que se consume son quesos curados con acido,
que estan listos para el consumo cuando se elabora la cuajada. Aunque el queso coagulado con
cuajo se puede consumir como cuajada fresca, y un poco lo es, la mayoria de estas variedades se
maduran durante un periodo que oscila entre 3 semanas y mas de 2 afios; generalmente, la duracion
de la maduracion esta inversamente relacionada con el contenido de humedad del queso (Fuquay,
2011).

Las cuajadas de las diferentes variedades de queso son claramente diferentes al final de la
fabricacion, las caracteristicas Unicas de cada variedad se desarrollan durante la maduracion como
resultado de un conjunto complejo de reacciones bioquimicas. Los cambios que se producen
durante la maduracion, y por tanto el sabor, aroma y textura del queso maduro, estan
predeterminados por el proceso de fabricacion, especialmente por los niveles de humedad y NaCl
y pH, la actividad coagulante residual, el tipo de iniciador y, en muchos casos, por la microflora
secundaria (Fuquay, 2011).

Los cambios bioquimicos durante la maduracidn son causados por uno o mas de los siguientes:
coagulante, enzimas lacteas domésticas, especialmente proteinasa y eventualmente lipasa,

bacterias iniciadoras 0 sus enzimas, y microorganismos y sus enzimas (Fuquay, 2011).

2.2.4 Queso Chihuahua: Caracteristicas y Proceso de Elaboracion

Es uno de los pocos quesos mexicanos que cuenta con una norma de referencia que tiene como
objetivo implementar lineamientos para estandarizar su produccion (COFOCALEC & A.C., 2011).
Sin embargo, a pesar de que la normativa mexicana (SSA. & NOM-243-SSA1-2010) establece que

43



toda leche destinada para su elaboracion debe ser sometida a un proceso de pasteurizacion, aun asi
actualmente se sigue elaborando a partir de leche cruda en queserias artesanales, debido a que es
mas suave en textura e intenso en sabor respecto al queso elaborado con leche pasteurizada (Van
Hekken, Drake, Corral, Guerrero-Prieto V. M., & Gardea, 2006)

El queso chihuahua es una version del queso Cheddar; incluso el proceso de elaboracién (Figura
3) es similar en ambos (Van Hekken et al., 2006). Surgi¢ a partir de la elaboracion de queso cheddar
por las comunidades Menonitas, las cuales, al intentar producirlo en México, debido a las
condiciones del entorno geografico, dio como el resultado el queso chihuahua. La etapa mas critica
en la manufactura del queso es la cheddarizacion, proceso donde se lleva a cabo la acidificacion de
la pasta, la cual debe encontrarse especificamente entre 32-38 °D, hecho que es crucial en el

desarrollo de las caracteristicas deseables de este queso (Lopez Diaz & Martinez Ruiz, 2018).

Durante algunos afios, se han realizado diversos estudios al queso chihuahua con el fin de conocer
sus caracteristicas fisicoquimicas y reologicas, perfil sensorial, textura, inocuidad e identificacion
de los microorganismos predominantes en este queso, incluso se ha explorado el potencial
antimicrobiano, produccién aroma y capacidad proteolitica para generar péptidos bioactivos por
BAL aisladas del queso chihuahua (Brennan et al., 2004; Gutiérrez-Méndez, Vallejo-Cordoba,
Gonzélez-Cérdova, Nevarez-Moorillon., & Rivera-Chavira, 2008; Renye, Somkuti, Paul, & Van
Hekken, 2009; Tunick et al., 2008; VVan Hekken et al., 2006).
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Recepcionde la leche cruda |

Calentamientoa 37 °C, 30-45 min [—— Pasteurizaciona 64 °C, 30 min 6 72°C, 15 seg. |

| Adicion de cultivo iniciador comercial |

Proceso artesanal

Proceso semitecnificado

| Adicién de CaCl2 (0.002-0.0007% |<+——

[
| Adicion de cuajo comercial (130 mL/1000 L leche |

I
| Calentar a 37°C, 30 min |

| Corte de la cuajada |

|
| Cocimiento de la pasta a 30-45°C, 30-45 min |
[
| Desuerado |

I

| Cheddarizacion (30-60 min) |
[

| Molido y salado de la pasta |

| Empacado (piezas de 0.5-2kg) |
|
| Almacenamientoa 4 °C ( 3-30 dias ) |

Figura 3. Diagrama general del proceso de elaboracién del queso Chihuahua

2.2.5 Principales Microorganismos Asociados a la Produccion de Queso

Los microorganismos ingresan al queso al ser agregados intencionalmente como parte del cultivo
iniciador o estan asociados naturalmente con los ingredientes utilizados en la produccién de queso.
Por tanto, la tecnologia de fabricacion es fundamental para definir la biodiversidad de la flora del

queso (P. F. Fox, McSweeney, Cogan, & Guinee, 2004).
La leche de la ubre de animales sanos es esencialmente estéril; sin embargo, durante el ordefio y el

almacenamiento se presentan oportunidades de contaminacion. La leche extraida de la ubre a nivel

de granja bajo condiciones higiénicas de ordefio puede contener rutinariamente aproximadamente
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5 x 103 ufc/ml. La rapidez y el grado de enfriamiento de la leche después del ordefio tienen un
impacto significativo en la flora microbiana (P. F. Fox et al., 2004).

La leche enfriada a 15-21 °C estd dominada por microorganismos mesofilos, particularmente
especies de Lactococcus y Enterobacter. Enfriar la leche a 4 °C retardara en gran medida el
crecimiento de la mayoria de los microorganismos, pero las bacterias psicrotréficas, como
Pseudomonas, Flavobacterium y Acinetobacter, seguirdn creciendo lentamente y dominaran la
flora. La pasteurizacion, que forma parte del proceso de fabricacién de la mayoria de los quesos
comerciales, mata aproximadamente el 99.9% de las bacterias que se encuentran en la leche cruda.
Sin embargo, las esporas de Bacillus y Clostridium y los organismos termoduricos, por ejemplo,
Micrococcus, Microbacterium y Enterococcus sobrevivirdn a la pasteurizacion y entraran en el
queso (P. F. Fox et al., 2004).

El contenido microbiolédgico de la leche cruda que llega a la queseria constituye el microbiota
inicial del queso. El tipo y la tasa de microorganismos se puede incrementar, mantenerse estable o
reducirse dependiendo de varios factores, tales como: la limpieza de los equipos y utensilios de
elaboracion, la manipulacion, el cultivo iniciador utilizado, los microorganismos que contribuyen
a la maduracién, el tiempo y la temperatura del almacenamiento de la leche y del queso (P. F. Fox
et al., 2004).

En la Cuadro 2, se representan algunos grupos microbianos presentes en la leche, clasificados como
utiles o indeseables en la produccion del queso, ademas el papel de los microorganismos que
forman parte de dichos grupos.

Cuadro 3. Grupos microbianos de leche asociados a la produccion de queso (adaptado de Cécile,
2011).

Microorganismos Papeles principales Otros roles Ejemplos
Bacterias lacticas Acidificacion de la leche, Actividad anti Lactococcus,
participacion en la patdgena Leuconostoc, Pedi
produccion de aromasy la  (bacteriocinas, coccus, Streptococcus
formacion de textura acido lactico). thermophilus,
Lactobacillus,
Enterococcus.
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Bacterias propionicas

Bacterias de superficie

Levaduras

Mohos

Fermentacion propidnica
mediante la transformacion
del &cido lactico para dar
acido acético, acido
propidnico y anhidrido
carbdnico. El &cido
propidnico generado
contribuye a la
conservacion del queso y al
desarrollo de las
caracteristicas aromaticas.

Forman parte de la flora de
superficie del queso
madurado. Juegan un papel
importante en la formacién
de la textura, color y gusto
del queso.

Desacidificacion del queso
al principio de la
maduracion, permitiendo la
implantacion posterior de
bacterias sensibles a la
acidez como los
corineformes. Contribuyen
a la formacién de la textura
y el gusto.

Son agentes de la
maduracion presentes en la
superficie (P. camembert y
Rhizomucor) en quesos
como Tomme de Savoie y
Saint-Nectaire. O en el
interior (P. roquefortii) en
gueso azul. Desarrollan las
caracteristicas sensoriales
del queso.

Actividad anti
patégena

Actividad anti
patégena

Geotritchum
candidum puede ser
responsable de
defectos de textura
(piel de sapo) en
gueso de pasta
blanda.

El Rhizomucor es
responsable de
defectos de textura
(pelo de gato) y la
aparicion de gustos
extrafios en los
guesos de pasta
blanda. Produccién
de micotoxinas.

Propionibacterium
acidipropionici
Propionibacterium
freudenreichii
Propionibacterium
jensenii
Propionibacterium
thoenii

Staphylococcus sp.
no patdgenos
(Staphylococcus
equorum, S. xylosus,
S. lentus). Bacterias
corineformes
(Micrococcus,
Brevibacterium,
Arthrobacter).

Kluyveromyces lactis.
Geotrichum
candidum
Debaryomyces
hansenii Yarrowia
lipolytica

Penicillium
camemberti
Cladosporium
herbarum
Chrysosporium
sulfureum
Rhizomucor fuscus
Rhizomucor
plumbeus
Trichothecium
domesticum

2.2.6 Proceso de Fabricacion de Queso Como Método de Conservacion de la Leche

El proceso mediante el cual la leche se convierte en diversos productos lacteos tiene una larga
historia. La gente intenta conservarlos sabiendo que una vez retirados de la vaca, son un producto
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de corta duracion, ya que perecen rapidamente debido a varios factores. La misma necesidad llevo
al desarrollo de procesos de conversion de la leche. La innovacion fue y es un factor relevante,
pues existen subproductos lacteos que requieren diferentes métodos de conservacion para
implementarse. Las civilizaciones antiguas no tenian métodos industrializados como hoy, pero el
queso, el helado y el yogur, entre otras cosas, se elaboraban de la misma forma (P. F. Fox,
McSweeney, P. L.H., Cogan, T. M. and Guinee T. P., 2004).

El proceso de fabricacion juega un papel importante a la hora de determinar las condiciones
ambientales finales del queso. Este entorno es altamente selectivo y tiene un impacto significativo
en el crecimiento y supervivencia de los microorganismos durante el procesamiento y la
maduracion. La fabricacién de la mayoria las variedades de queso implican la coagulacion a
temperaturas de 30-37 °C, seguida de coccién a 37-54 °C. La temperatura de coagulacion facilitara
el crecimiento de la mayoria de los microorganismos; sin embargo, la temperatura alcanzada
durante la coccion tiene el potencial de inhibir el crecimiento de algunos organismos. Por ejemplo,
el queso tipo suizo se cocina a 52-54 °C y se mantiene por encima de 50 °C por un periodo de hasta
5 h. Se considera que este tratamiento térmico desempefia un papel importante en el control del
crecimiento de iniciadores y microorganismos indeseables. El proceso de fabricacion también
influye en la composicion cruda del queso, que se define mejor por los cuatro pardmetros: sal en
humedad, humedad en materia magra, grasa en materia seca y pH. Estos parametros, a su vez,
influyen en el entorno en el que se multiplican los microorganismos. Los principales factores
ambientales que controlan el crecimiento de microorganismos en el queso incluyen el contenido
de agua, contenido de sal, el pH, la presencia de &cidos organicos, presencia de nitrato, potencial
redox y la temperatura de maduracion (P. F. Fox et al., 2004).

Una etapa importante en la elaboracion de la leche es la pasteurizacién, gracias a que la leche es
sometida a un tratamiento térmico especial durante un periodo de tiempo determinado se logra la
destruccion completa de los organismos patdgenos que pueda contener, sin cambiar
significativamente su composicion, sabor o valor nutricional. La pasteurizacion no corrige los
defectos de la leche; Sélo ayuda a conservar sus propiedades naturales matando entre el 90 y el
99% de los microorganismos Yy desactivando algunas enzimas, lo que supone aumentar la vida

comercial del producto (Aurelio, 1982).
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Hay que tener en cuenta que la pasteurizacion permite:
%+ Destruir el 99% de los agentes microbianos causantes de enfermedades al hombre, tales
como bacterias, rickettsias, virus y protozoarios.

¢+ Disminuir el nimero de aquellos microorganismos sapréfitos que son los que, por lo
general, afectan la calidad de la leche y subproductos.

% Controlar méas facilmente los métodos de produccion y la velocidad de maduracion.

% Producir queso estandarizado todo el afio.

% Madurar el queso a temperatura mas alta que la usada para queso de leche cruda.

% Obtener productos de mas larga conservacion.

X3

% Disminuir apreciablemente la produccién de queso con aroma y sabor mas puro (Juarez,
1995).

La temperatura de pasteurizacion estd estrechamente relacionada con el tiempo de exposicion
necesario para matar los patdgenos mas resistentes. En el caso de la leche, la base inicial era matar
Mycobacterium tuberculosis, para lo cual se requeria 60 °C durante 15 a 20 minutos, pero en la

practica el conteo requeria 61°C durante 30 minutos. con un margen de seguridad. (Aurelio, 1982).

Otro paso importante en la elaboracién de queso y que adicionalmente nos ayuda al control o
eliminacién de microorganismos es la adicion de cultivos iniciadores. Los microorganismos
utilizados como cultivos iniciadores en la industria lactea son en su mayoria bacterias del acido
lactico que se agregan a la leche para iniciar y controlar adecuadamente su fermentacion. También
se utilizan otras bacterias, como los probiéticos, que en ocasiones se afiaden por separado. Ademas,
algunos productos lacteos, como el queso o el kéfir, llevan afiadidos otros microorganismos, como
hongos y levaduras, para desencadenar determinados procesos. Los objetivos de los cultivos

iniciadores son:

% Acidificacion: por produccion de &cido lactico a partir de la lactosa, como consecuencia
desciende el pH. La produccion de acido lactico comporta: primero el gusto &cido
caracteristico, En segundo la higienizacion, por acidificacién, produccion de bacteriocinas
y competencia con los microorganismos indeseables, y finalmente la precipitacion de la

caseina cuando el pH llega al punto isoeléctrico y la formacion del gel lacteo.
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%+ Modificacion de la textura: se realiza por la precipitacion de la caseina y por la produccion
de mucilagos.

+«+ Modificacion del gusto y del aroma: Se desarrolla primeramente por la producciéon de &cido,
en segundo lugar, por la produccion de sustancias aromaticas a partir de la lactosa o del
citrato, y finalmente en tercer lugar por la produccién de sustancias aromaticas y sapidas

por proteolisis y lipdlisis.

Con el uso de cultivos iniciadores seleccionados se puede controlar mejor la calidad y la

uniformidad de los productos lacteos (Romero del Castillo & Mestres Lagarriga, 2004).

Adicionalmente tenemos la cheddarizacion la cual es una operacion es la caracteristica principal
del método de elaboracion del queso cheddar. (Lucius, 1910) En esta etapa bajo la influencia de
calor, acido y gravedad, las particulas de cuajada se mantienen juntas y forman una masa solida de
cuajada, que se caracteriza por el corte de la cuajada enmarafiada en losas, las cuales se apilan para
aplicar presion de manera controlada y gradual durante un periodo prolongado (60+ 90 minutos)
durante este tiempo se desarrolla rdpidamente la acidez (McSweeney, 2007). Por lo tanto, es un
paso importante en la elaboracion del queso que ayuda a alcanzar el nivel requerido de liberacién
de suero y acidez de la cuajada. (Lowrie, Kalab, & Nichols, 1982). El rasgo mas notable de la
cheddarizacion es la acidificacion de la pasta, acompafiada por la expulsion del suero, como
resultado del incremento en acidez, el fosfocaseinato de célcico del gel obtenido por adicion de la
enzima coagulante, se pierde progresivamente y tiende a convertirse en fosfocaseinato
monocalcico, lo que primero influye en la formacién de una pasta mas plastica y cohesiva, y luego
menos plastica y desmoronable. La disminucién del pH en esta etapa influye decisivamente en la
estructura y textura del producto. Al descender el pH, el fosfato de calcio coloidal “ligado™ a la
caseina y para-k-caseina que forman la red de la cuajada, se vuelve soluble y pasa o migra hacia la
fase acuosa, dejando la matriz estructural desmineralizada (Villegas de Gante, 2004).

Debemos tener en cuenta que el queso cheddar se hizo originalmente mediante un proceso de
cuajada agitada y las condiciones sanitarias eran deficientes lo que produjo quesos gaseosos con
sabores impuros. Sin embargo, se encontrd que la cheddarizacion mejora la calidad del queso,
presumiblemente como resultado de la mayor y mas rapida produccién de &cido. Es decir, a medida

que el pH cayd por debajo de aproximadamente 5.4, el crecimiento de organismos indeseables
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formadores de gas, tales como coliformes, se habria inhibido cada vez més. El apilamiento y el
reapilamiento de bloques de cuajada tibia en la cuba durante aproximadamente 2 h también
exprimio cualquier bolsa de gas que se formara durante la fabricacién (Kosikowski, 1997).

El salado es una etapa esencial en la fabricacion de los quesos. Y es muy importante porque actia
directa o indirectamente, modificando la actividad de agua, sobre el desarrollo de los
microorganismos y la actividad enzimatica. En decir nos ayuda con el control de crecimiento

microbioldgico.

La temperatura de proceso es uno de los factores ambientales mas importantes que influyen en el
crecimiento microbiano y el mantenimiento de la vitalidad. El control de la temperatura es
fundamental para la elaboracion del queso. Temperaturas inadecuadas pueden matar o inactivar a
los cultivos. El calor es importante para garantizar la reaccion quimica. El frio, por su lado, también
juega un papel vital en la industria quesera. Los quesos madurados requieren de una temperatura y
humedad de ambiente especifica para madurar adecuadamente desarrollando los sabores

completamente (Varela & Grotiuz, 2008).

Otra etapa muy importante para el control de microrganismos es la maduracién. Tiene como fin la
perdida de humedad y en el caso de quesos con adicion de cultivos el desarrollo de las cepas que
desarrollaran los posteriores cambios en la textura, sabor y olor, por esta razon el control de las
variables de temperatura y humedad son de vital importancia para obtener una maduracién optima
en el producto, si estas condiciones no son controladas se corre el riesgo de favorecer el crecimiento
de otros microorganismos como hongos o bacterias que pueden generar defectos en el sabor olor y
en el peor de los casos permitir el desarrollo de microorganismos que generen toxinas dafiinas al
consumidor (P. F. Fox et al., 2004).

2.3. Microbiologia de la Leche y Subproductos

Si bien la calidad nutricional de la leche y los productos lacteos es indiscutible, lo cierto es que

desde que se sintetizan en las glandulas mamarias hasta que llegan al consumidor, su calidad
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original esta sujeta a muchos riesgos que afectan la salud. Estos riesgos son: la contaminacion y
multiplicacion de microorganismos, contaminacion con gérmenes patogenos, alteracion
fisicoquimica de sus componentes, absorcion de olores extrafios, generacion de malos sabores y
contaminacion con sustancias quimicas tales como pesticidas, antibiéticos, metales, detergentes,
desinfectantes, particulas de suciedad, etc. Todos éstos contaminantes ya sea en forma aislada o en
conjunto, actdan en forma negativa sobre la calidad higiénica y nutricional del producto v,
consecuentemente en contra de la salud publica y economia de cualquier pais (Cu, Sanchez, &
Véazquez, 2010). Las principales fuentes de contaminacion microbiana de la leche son:

« El interior de la ubre, si el animal padece alguna infeccién.

¢ El exterior de la ubre y los pezones.

« El equipo de ordefio y otros utensilios que estén en contacto con la leche (Romero del
Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004).

Los tipos y cantidades de microorganismos varian ampliamente, al igual que las practicas de los
productores lacteos con respecto a la higiene de la ubre, el pre y post ordefio y la limpieza del
equipo. Esto significa que el microbioma que contamina la leche sucia es muy heterogéneo.

Ademas, es necesario tener en cuenta las condiciones en las que se realizara el ordefio:

% Temperatura durante el ordefio.
% Temperatura de almacenamiento de la leche.
% Tiempo que permanece la leche a las diferentes temperaturas

El contenido inicial en microorganismos de la leche cruda puede variar de menos de 1000 ufc/ml,

cuando las condiciones higiénicas de manejo del animal y del ordefio son correctas, hasta mas de
108 ufc/ml, cuando se descuida la higiene (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004).

2.3.1 Principales Grupos Bacterianos Encontrados en Leche

Los microorganismos son importantes para la leche y los productos lacteos porque les dan sabor y
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propiedades fisicas deseables, pero otros microorganismos pueden causar deterioro, algunos
patdgenos y sus toxinas pueden hacer que los productos l&cteos sean inseguros. La diversidad en
los microorganismos presentes que son los responsables de la gran diferencia en las caracteristicas
organolépticas entre los quesos hechos con leche cruda, respecto a los pasterizados. La microbiota
dominante incluye: Bacterias lacticas (Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus,
Streptococcus, etc.), Pseudomonas, Micrococcaceae (Micrococcus y Staphylococcus), y levaduras
(Del Campo, 2005).

Debido a su diversa composicidn quimica, la leche proporciona un medio especialmente adecuado
para el crecimiento de bacterias. En este grupo se encuentran bacterias que se alimentan
principalmente de proteinas, lactosa y grasas. Las actividades bioquimicas de cada uno de estos
compuestos son proteoliticas, lipoliticas o lipoliticas, respectivamente (Keating & Gaona
Rodriguez, 1986).

Las bacterias que muestran mayor presencia en la leche y de los subproductos son: Las bacterias
lacticas, bacterias coliformes, bacterias propidnicas, bacterias butiricas, bacterias proteoliticas y las
bacterias patogenas (Meyer, 1987). A continuacion. les mostramos una breve descripcion de las

mismas:

Las bacterias lacticas transforman la lactosa en &cido lactico bajando el pH hasta 4.5, a esta acidez
se impide la accion de estas bacterias y otros gérmenes. En la leche cruda caliente, estas bacterias
se multiplican rapidamente, no forman esporas y se destruyen por la pasteurizacion a temperatura
baja (Meyer, 1987).

Las bacterias coliformes producen acido lactico y acido acético, bioxido de carbono e hidrégeno a
partir de la lactosa. En base a la formacion de estos gases, se puede determinar la presencia de
bacterias coliformes. La presencia de estas indica ademas la existencia de bacterias patogenas
(Meyer, 1987). Su importancia en la lecheria se debe a que su presencia en la leche y en los
productos lacteos indica deficiencia en la higiene de los métodos de produccion, transporte y venta,
etc., y ademas ocasiona acidificaciones, lo que causa dafios a la leche y sus productos. En el queso,

las bacterias coliformes provocan la formacion de muchos agujeros pequefios en la pasta conocido
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como hinchamiento precoz, por ocurrir antes de las 48 horas, y constituye un elemento de
depreciacion del producto (Juarez, 1995; Meyer, 1987).

Las bacterias propionicas convierten la lactosa en acido lactico, acido acético y bidxido de carbono.
La temperatura 6ptima para su desarrollo en los quesos es de 24 °C. Abajo de 10 °C, las bacterias
propionicas no se multiplican. Estas bacterias no forman esporas y se destruyen por pasteurizacion

a temperatura alta (Meyer, 1987).

Las bacterias butiricas transforman la lactosa en &cido butirico, biéxido de carbono e hidrégeno.
Estas bacterias se encuentran frecuentemente en los forrajes, ensilados y en la tierra. Llegan a la
leche por contaminacidn. Son bacilos capaces de formar esporas (que resisten a la pasteurizacion)
en condiciones adversas. Son aerobios y su temperatura 6ptima de crecimiento son los 37 °C. La
mas conocida de estas bacterias es el Clostridium botulinum. El &cido butirico es volétil y
proporciona un olor desagradable al producto. La produccion de los gases puede provocar
hinchamientos tardios en los quesos, acompafiados de defectos en el sabor. El agente responsable
es el Clostridium tyrobutyricum. Un bajo nimero de esporas de dicho microorganismo en la leche

puede causar defectos importantes en los quesos (Meyer, 1987).

Las bacterias proteoliticas se encuentran frecuentemente en heno, paja y particulas de estiércol,
forman esporas altamente termorresistentes, su destruccion se dificulta ain en la esterilizacion. Las
bacterias proteoliticas se desarrollan mejor en medios neutros y alcalinos. Pueden coagular leche
no acidificada (Meyer, 1987).

Se sabe que los productos lacteos contienen bacterias patdgenas que son perjudiciales para la
alimentacion humana. Por contaminacién humana, la leche puede contener microorganismos
enteropatdégenos como Salmonella y Shigella que son responsables de intoxicaciones alimentarias.
El animal puede contaminar la leche con el bacilo tuberculoso bovino, bacilo de la fiebre de Malta

y bacterias responsables de mastitis (Meyer, 1987).

La mayoria de las bacterias patdgenas no provocan cambios significativos en la leche y se detectan

unicamente mediante andlisis bacterioldgico. En los quesos algunos microorganismos patdgenos
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como Brucella mellitensis pueden sobrevivir durante algin tiempo. Otros microorganismos pueden
multiplicarse y producir sustancias toxicas como Staphylococcus aureus cuyas toxinas son
detectables en el queso cuando el numero de gérmenes supera de 5 a 10 millones/gr. Los
microorganismos patdgenos sobreviven hasta 3 meses en ciertos tipos de quesos, pero por regla

general la maduracion de quesos reduce el contenido de agentes patdgenos (Bran Taracena, 1986).

Los grupos que forman parte del microbiota de contaminacion de la leche se pueden clasificar de
varias formas, aqui presentamos una clasificacion util desde el punto de vista de las operaciones

tecnoldgicas. Algunos microorganismos forman parte de varios grupos a la vez.

2.3.1.1 Microbiota termo duarica. La presencia de esporas bacterianas en leche puede ocasionar
problemas en la industria lactea debido a que dichas esporas pueden sobrevivir a tratamientos
térmicos como la pasteurizaciéon y pueden causar el deterioro de la leche (Collins, 1981). Estas
bacterias formadoras de esporas son capaces de sobrevivir frente a diferentes tipos de estrés y luego
germinar, soportando distintos valores de pH, temperatura y actividad de agua (van Netten &
Kramer, 1992).

Estos microorganismos esporulados pueden ser anaerobios estrictos como los pertenecientes al
género Clostridium, o anaerobios facultativos pertenecientes al género Bacillus. Entre los
anaerobios estrictos las especies méas importantes son Clostridium butyricum, Clostridium
tyrobutyricum, Clostridium sporogénesis y Clostridium botulinum, pero su abundancia es relativa
debido a la necesidad de nichos con ausencia de oxigeno. Sin embargo, estas especies son las
responsables de efectos de “hinchazon tardia” en quesos madurados, y son responsables de
enfermedades de origen alimentario como es el caso de neurotoxina producida por C. Botulinum

causante de botulismo (Granum, 1994).

El género bacilos representa un grupo taxonémico heterogéneo en el cual dichas bacterias se
caracterizan por ser Gram positivas y formadoras de endosporas. Las especies pertenecientes al
género Bacillus tienen la capacidad de crecer tanto en condiciones aerébicas como anaerdbicas.

este genero presenta un amplio espectro de caracteristicas fisioldgicas distintas que se aprecia en
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la variedad de especies mesofilas, termofilas y psicotrdpicas existentes. Bacillus locheniformis,
Bacillus pumilus y Bacillus subtilis Son las especies mesofilas que son las predominantes en leche,
mientras que Bacillus cereus es la especie psicrotolerante mas importante ya que es patdgena para
el ser humano, siendo causante sindromes eméticos y diarreicos de origen alimentario (Granum,
1994).

2.3.1.2 Esporulados. Las bacterias esporuladas, importantes para la microbiologia de alimentos son
de los géneros Bacillus y Clostridium. Cuando el ambiente es propicio, las esporas germinan y dan

origen a células normales (vegetativas).

+¢+ Bacillus cereus; es un patdgeno productor de toxina, puede producir un gusto amargo en la
leche.

+¢+ Clostridium perfingens, patdgeno

¢+ Clostridium butiricum y Clostridium tyrobutiricum, que no son patdgenos, pero tienen
mucha importancia tecnoldgica porque son los responsables de los hinchamientos tardios

de los quesos (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004).

Los microorganismos esporulados aerobios son capaces de soportar procesos como la
pasteurizacién. Si bien se encuentran en bajo numero en la leche cruda, pueden llegar a
concentraciones elevadas debido a su capacidad de crecer en el proceso de elaboracion de
productos lacteos generando un impacto negativo al nivel de las propiedades organolépticas debido

a la produccion de enzimas (Chen, Daniel, & Coolbear, 2003).

2.3.1.3 Microbiota psicotrofa. Incluye los microorganismos que se desarrollan a temperaturas
bajas, entre 4 y 20 °C. Tienen importancia porque la leche se almacena a temperaturas por debajo
de los 4 °C. A esta temperatura la mayoria de los microorganismos tiene un crecimiento muy lento,
pero si la temperatura no esta bien regulada o la leche pasa demasiado tiempo en estas condiciones,
es este grupo el que se desarrolla preferentemente constituyendo un peligro de cara a la calidad

posterior de la leche o de los productos que con ella se elaboren, puesto que estos microorganismos
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poseen gran cantidad de enzimas proteoliticos y lipoliticos que quedan en la leche después del
tratamiento térmico. Dentro del microbiota psicotrofa encontramos los siguientes grupos:
++ Bacilos Gram negativos, de los cuales mas del 50% pertenecen al género Pseudomonas y
en menor proporcion Acinetobacter, Flavobacterium, Alcaligenes y Moraxella.
¢+ Microorganismos del género Bacillus (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga,
2004).

2.3.1.4 Coliformes. Son indicadores de falta de higiene. Pertenecen a la familia de las
Enterobacteriaceas y agrupa los siguientes géneros:
% Escherichia, raramente patogeno, ya que menos de un 10% de las cepas de E. coli
estudiadas son patogenas, el 90% restante son inocuas.

» Enterobacter, bacterias Gram negativas facultativamente anaerobicas. Muchas de estas

L)

bacterias son patdgenas y causa de infeccion oportunista, otras son descomponedores que
viven en la materia organica muerta o viven en el ser humano como parte de una poblacién
microbiana normal. Algunas enterobacterias patdgenas causan principalmente infeccion del

tracto urinario y del tracto respiratorio.

X/

% Citrobacter, es un grupo de bacilos Gram negativos aerobios que se encuentran
frecuentemente en el agua, el suelo, la comida, vegetacion y como flora saprofita en el tracto
intestinal de muchos animales ademas del hombre. El género Citrobacter, aunque desde los
puntos de vista bioquimico y seroldgico es similar a Salmonella, es poco comun que cause
infecciones oportunistas. En los seres humanos producen, por ejemplo, infecciones

urinarias, meningitis neonatal y abscesos cerebrales.

o%

» Klebsiella, es un género de bacterias inmoviles, Gram-negativas, anaerobias facultativas y
con una prominente capsula de polisacaridos. Es un patdégeno humano frecuente. Las
bacterias del género Klebsiella pueden encabezar un amplio rango de estados infecciosos
(Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004).

2.3.1.5 Otros patdgenos. Otro grupo a tener en cuenta son los posibles patdgenos para las personas

susceptibles de contaminar la leche, como:
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Listeria monocytogenes, es una bacteria que se desarrolla intracelularmente y es causante
de la listeriosis. Es uno de los patdgenos causante de infecciones alimentarias méas violentos,
con una tasa de mortalidad entre un 20 a 30 %, mas alta que casi todas las restantes
toxiinfecciones alimentarias. Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, pequefio
(0.4 a 0.5 micrones de ancho x 0.5 a 1.2 de largo) no ramificado y anaerobio facultativo
capaz de proliferar en una amplia gama de temperaturas (1 a 45 °C) y una elevada
concentracion de sal. Es catalasa positiva y no presenta capsula ni espora. Tiene flagelos
peritricos, gracias a los cuales presenta movilidad a 30 °C o0 menos, pero es inmovil a 37
°C, temperatura a la cual sus flagelos se inactivan.

Bacillus cereus, se trata de un bacilo Gram positivo, esporulado, anaerobio facultativo y
movil. La espora es ovoidea, central y no deformante. Hidroliza la lecitina de la yema del
huevo y no fermenta el manitol. La temperatura Optima es de 30 a 37 °C, su temperatura de
crecimiento es de 5 a 55 °C y su temperatura de germinacion, de 5 a 8 °C. Su pH 6ptimo,
4.5a9.3, Aw 0.95 y su concentracion de sal, 7.5 %. Produce dos tipos de toxiinfecciones
alimentarias: la forma diarreica y la forma emética

Clostridium perfingens, es una bacteria anaerébica Gram-positiva, capsulada, esporulada e
inmovil que se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente, de gran plasticidad
ecologica. No suele aparecer esporulada, ni en productos patologicos ni en cultivos,
requiriendo para esporular medios especiales. Se encuentra en los intestinos de los seres
humanos y de varios animales homeotermos, en el suelo, en el agua, en los alimentos (sobre
todo en las carnes que no estan bien cocinadas), entre otros. Las enfermedades causadas por
dicho microorganismo pueden ser fatales. La capsula, la carencia de flagelos y la
esporulacién poco frecuente lo diferencian de otras especies del género. Constituye el
agente etioldgico mas importante de la gangrena gaseosa. Ademas, es responsable de otros
cuadros clinicos como son: toxiinfecciones alimentarias, enteritis necrosante, celulitis e
infecciones inespecificas. Los determinantes de patogenicidad de esta bacteria son variados,
de tal manera que ejerce su accion patdégena mediante la produccion de varias toxinas
citotoxicas, una enterotoxina y varias enzimas extracelulares con actividad biologica
(colagenasas, hialuronidasas, etc.

Campylobacter ssp. Es un geénero de bacterias perteneciente a la familia
Campylobacteraceae. Las especies de este género son bacilos Gram negativo con forma de

coma 'y moviles por la presencia de uno o dos flagelos polares. Miden entre 0.5 y 5 micras
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de largo por 0.2 a 0.5 micras de ancho, tomando forma cocoide en cultivos antiguos o
expuestas de forma prolongada al aire. No son esporulados, reaccionan positivamente a la
oxidasa, la reaccion a la catalasa es variable, y su temperatura 6ptima de crecimiento oscila
entre los 25 y 42 °C. Campylobacter jejuni es ahora una de las principales causas de

intoxicacién alimentaria en muchos paises desarrollados.

X/
°e

Yersinia enterocolitica, es una bacteria de la familia Yersiniaceae, género Yersinia. Es un
cocobacilo gramnegativo con bordes redondeados, no esporulado, capaz de crecer dentro
de una amplia escala de temperaturas (desde -1 °C hasta +40 °C). Es mdvil a 22 °C con
movimientos ondulantes y giratorios gracias a que presenta flagelos peritricos; dicha
movilidad no se presenta si su cultivo se incuba a 37 °C. Presenta pili y fimbrias, una
capsula de poco espesor y flagelos peritricos o anfitricos. Es una de las causas del sindrome
diarreico invasor, aunque es menos frecuente que otros agentes. Fue descubierta en 1939
como patdgeno primario para el ser humano y fue involucrada en procesos intestinales. Esta
bacteria se multiplica en las mucosas y se puede transmitir a través del contacto con
animales, ingestion de productos alimenticios contaminados o agua contaminada.
Raramente causa infecciones mortales. Habita en el intestino de animales domésticos. Esta
bacteria genera manifestaciones variadas, que van desde un sindrome diarreico invasor

autolimitado, hasta un cuadro de septicemia franco que conduce a la muerte.

o%

» Rickettsias, estas bacterias son diferentes de la mayoria de otras bacterias, ya que solo
pueden vivir y multiplicarse dentro de las células de otro organismo (huésped) y no pueden
sobrevivir por si mismas en el medio ambiente. Muchas especies de estas bacterias viven
en el interior de pequefios animales (como ratas y ratones), que se denominan "el huésped".
El ganado, las ovejas y las cabras son los organismos huéspedes de Coxiella burnetii, que
causa la fiebre. Los seres humanos son el huésped habitual de Rickettsia prowazekii, que
causa el tifus epidémico. Dichos animales huésped pueden o no estar enfermos por la
infeccion. (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004)

2.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli fue aislada y descrita por primera vez por el pediatra aleman Escherich en 1885,
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demostrando su presencia como huésped comun en el intestino. Lo llamé " Bacterium coli
commune ". Esto se puede traducir como "bacterias comunes del colon™. En 1919, Castellani y
Chalmers le dieron su nombre definitivo en honor a Escherich. EI género Escherichia pronto se
convirtié en el género tipico de la familia Enterobacteriaceae, y E. coli es la especie mas conocida
de este género (Rodriguez-Angeles, 2002).

E. coli se caracteriza por poseer bacilos Gram negativos, no esporulante, ademas, fermenta la
glucosay la lactosa con produccion de gas. Como todas las bacterias Gram negativa, la cubierta de
E. coli consta de tres elementos: la membrana citoplasmaética, la membrana externa y, entre ambas,
un espacio periplasmico constituido por péptido-glucano. Esta ultima estructura confiere a la
bacteria su forma y rigidez, y le permite resistir presiones osmoticas ambientales relativamente

elevadas (Rodriguez-Angeles, 2002).

Es una bacteria mesdfila, su dptimo de desarrollo se encuentra en el entorno de la temperatura
corporal de los animales de sangre caliente (35-43 °C). La temperatura limite de crecimiento se
situa alrededor de 7 °C, lo que indica que un control eficaz de la cadena de frio en las industrias
alimentarias es esencial para evitar el crecimiento de E. coli en los alimentos. La congelacion tiene
pocos efectos sobre la poblacion de E. coli en el alimento, y no garantiza la destruccion de un
namero suficiente de bacterias viables para asegurar su inocuidad. Sin embargo, E. coli es sensible
a temperaturas superiores a 70 °C, a partir de la cual son facilmente eliminadas; por ello, es muy
importante la pasteurizacion de alimentos como la leche, zumos, etc., para garantizar su

eliminacion (Rodriguez-Angeles, 2002).

Ademas de la temperatura, el pH y la actividad de agua pueden influir en la proliferacion de E.
coli. Las condiciones 6ptimas de desarrollo para estos parametros son de 7.2 y 0.99
respectivamente. El desarrollo de E. coli se detiene a pH extremos (inferiores a 3.8, o superiores a
9.5), y valores de Aw inferiores a 0.94. Por ello, el grado de acidez de un alimento puede constituir

un factor de proteccién y garantizar su seguridad (Rodriguez-Angeles, 2002).

En su habitat natural, viven en el intestino inferior de la mayoria de los mamiferos sanos y, por

tanto, en las aguas residuales. En los seres humanos, E. coli se adhiere a la mucosidad del intestino
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grueso y coloniza el tracto gastrointestinal del bebé dentro de las 48 horas posteriores a la primera
comida. (F. C. M. Vasquez, Martinez, Mancera, Avila, & Vargas, 2007).

2.3.2.1 Patogenicidad de Escherichia coli. E. coli cuenta con numerosas cepas que se pueden
encontrar en patologia humana y que presentan una virulencia marcada. Se sabe que causan
gastroenteritis en los nifios, especialmente en los paises en desarrollo, y casi 1 millén de nifios
mueren cada afo por deshidratacion y otras complicaciones. Esta familia de patdégenos también
incluye a E. coli O157:H7 que en USA causa al menos 20.000 casos de diarrea sanguinolenta y
mas de 200 muertes al afio, debido a insuficiencia renal que ocurre especialmente en nifios

pequefios y ancianos (Rodriguez-Angeles, 2002).

2.3.2.2 Factores de patogenicidad. La patogenicidad es funcion de algunos antigenos superficiales
y de las toxinas que generan. Asi, las fimbrias actlan aportando su capacidad de adherencia, los
antigenos O y K presentan propiedades anti fagocitarias e inhibidoras de las sustancias bactericidas
del suero, y son responsables de la virulencia de las cepas invasivas, cuya sintesis esta codificada
por genes que se encuentran en plasmidos de elevado peso molecular. Presentan una endotoxina
ligada al lipopolisacarido, en especial el lipido A, responsable de la accion pirégena y
probablemente de las alteraciones vasculares que se producen en las infecciones generalizadas.
Algunas cepas pueden producir exotoxinas responsables de la produccidn de diarreas, cuya sintesis
esta codificada por la presencia de plasmidos, que a su vez pueden contener genes asociados con
la capacidad de adherencia y otras propiedades (produccion de colicinas, hemolisinas y resistencias
a los antibidticos). Por otra parte, las cepas de E. coli enteroinvasivas estan caracterizadas por su
capacidad de penetrar e invadir las células del epitelio intestinal. Se considera que la capacidad de
penetracion es debida a la presencia de antigenos superficiales, en especial de proteinas de la
membrana externa, cuya sintesis esta codificada por plasmidos, al igual que se ha demostrado en

el género Shigella (Rodriguez-Angeles, 2002).

2.3.2.3 Cepas patdgenas. Se ha sugerido en algunas E. coli enteropatogenos la posibilidad de
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produccion de enterotoxinas semejantes a las producidas por Shigella dysenteriae (enterotoxinas
citotoxicas), que presentarian una accion toxica directa sobre las células del epitelio intestinal,
responsable de la destruccion de las microvellosidades del enterocito y de la produccion de la
diarrea. También se ha demostrado que el serotipo 0:157 produce una enterotoxina citotdxica
(verotoxina) sobre las células endoteliales de los vasos responsables de diarreas hemorragicas
(Rodriguez-Angeles, 2002).

Las EHEC (E. coli enterohemorragicas) constituyen un grupo de bacterias patdgenas responsables
de un nimero de infecciones en constante aumento. En los afios 80, las EHECS y particularmente
el serotipo 0157:H7 fueron patégenos emergentes. En concreto, su importancia para la salud
publica aparece en 1982, por un brote en Estados Unidos. Esta bacteria también ha provocado
numerosas muertes en los Gltimos afios (en Japdn, Estados Unidos, Canada, Escocia y Francia).
Actualmente se han reportado 100 diferentes EHEC como productoras de toxina Shiga. Los EHEC
son responsables de manifestaciones clinicas variadas, que van desde una diarrea banal a una colitis
hemorragica que puede evolucionar en un 10% de los caos hacia un sindrome hemolitico y urémico
(SHU) en nifios y ancianos, o purpura trombocitopénica trombética en adultos, una enfermedad
que consiste en un trastorno de la sangre que provoca la formacion de coagulos de sangre en
pequefios vasos sanguineos. Esto lleva a un bajo conteo plaquetario (trombocitopenia). También
hay otras E. coli, no 0157 y productoras de la toxina Shiga (STEC) como 055, 0111, 026,
0103:H2; 0148:H8 (Rodriguez-Angeles, 2002).

2.4. Factores que Afectan el Crecimiento Microbiano

Todos los microorganismos, como todo ser vivo, requieren de un conjunto de elementos que les
permitan crecer/sobrevivir en un ambiente determinado. Estos factores difieren claramente para
cada microorganismo. Entonces, en general, las bacterias requieren un ambiente diferente al de las
levaduras, las levaduras requieren un ambiente diferente al de los hongos, etc. Estos factores se
pueden agrupar de la siguiente manera:

% Factores intrinsecos (caracteristicas propias del alimento): pH, disponibilidad de agua

62



(Aw), potencial redox (Eh), nutrientes, microestructura, antimicrobianos naturales,
viscosidad.
% Factores extrinsecos: temperatura de almacenamiento, atmoésfera gaseosa ambiental,

humedad ambiental.

X/
°e

Procesamiento: tratamientos térmicos (coccion), tipo de envasado, aditivos, presiones...

X/
°e

Otros: flora natural (competencia-sinergismo), microrganismos (fisiologia, injuria)

Existen ciertos factores que controlan el crecimiento de microorganismos en el queso, estos
incluyen la actividad del agua, la concentracién de sal, el potencial de oxidacion-reduccion, el pH,
el NOg, la temperatura y, quizas, la produccion de bacteriocinas por algunos microorganismos.
Estos factores se denominan "obstaculos". El efecto de los obstaculos individuales puede no ser
significativo, pero todos ellos actuando juntos conducen a un control considerable. Otros
compuestos producidos durante la fabricacién y maduracion de la cuajada, por ejemplo, el agua 'y
los &cidos grasos, también inhiben el crecimiento microbiano, pero las concentraciones de estos
producidos por los iniciadores en el queso no son lo suficientemente altas como para tener un efecto

significativo sobre las bacterias (A. Hayaloglu, 2016).

2.4.1 Actividad de Agua

El agua es uno de los componentes principales de los alimentos y también es un elemento
directamente relacionado con la vida atil de los alimentos. De toda el agua contenida en los
alimentos, una parte constituye su estructura molecular y otra es gratuita o esta disponible. Los
microorganismos se aprovechan de esto y se multiplican en los alimentos, reduciendo la calidad y
poniendo en peligro la seguridad alimentaria. En ciencia de los alimentos hablamos de actividad
del agua (Aw), que se refiere a la cantidad de agua libre presente en un alimento. Este es un
parametro importante ya que determina la vida util y los tipos de microorganismos que pueden

crecer dentro de este alimento (Cardona, 2019).
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Cuadro 4. Contenido de aw en alimentos

Alimento Aw
Carne fresca 0.98
Frutas frescas y enlatada 0.97
Verduras 0.97
Huevos 0.97
Jugos 0.97

Leche 0.97
Queso 0.95

Pan 0.94
Conservas 0.88
Mermelada 0.86
Frutos secos 0.73
Miel 0.70

Pasta 0.50
Galletas y Cereales 0.35
Leche en polvo 0.20
Azucar 0.10

Adaptado de Badui Dergal (2016)y Murtagh (1993)

La actividad del agua se define como la presion parcial de vapor de agua en equilibrio con el
alimento dividido por la presién parcial de vapor de agua en condiciones estandar (presion de vapor

parcial del agua pura a la misma temperatura),(Cardona, 2019).

Los valores de la actividad de agua afectan con fuerza a la tendencia de un alimento a sufrir
alteraciones de origen microbiano, enzimatico o quimico. los niveles de actividad de agua que
contribuyen a la alteracion del alimento varian de acuerdo con el tipo de alimento, la concentracion
de solutos, temperatura, pH, presencia de aditivos humectantes y otros muchos factores (Bello,
2000). Se ha observado que los alimentos desecados, cuyo contenido acuoso se sitla entre el 5 y el
10%, tiene actividades de agua situadas en la zona mas baja de las isotermas, qué se suponen
corresponden al agua enlazada como monocapa y multicapa. en este rango de actividad de agua
(menor a 0.2), los alimentos requieren un minimo de procesado o de conservacion para ofrecer una

buena estabilidad durante su conservacion (Bello, 2000).

En general, mientras mas alta sea la actividad de agua y mas se acerque a 1.0, que es la del agua
pura, mayor sera su inestabilidad, por ejemplo, en carnes, frutas y vegetales frescos que requieren

refrigeracion por esta causa (Cuadro 3). Por el contrario, los alimentos estables a temperatura
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ambiente (excepto los tratados térmicamente y comercialmente estériles, como los enlatados), son
bajos en actividad de agua como sucede con los de humedad intermedia en los que el crecimiento

microbiano es retardado (Badui Dergal, 2016).

Para su crecimiento, los microorganismos necesitan condiciones propicias de pH, de nutrimentos,
de oxigeno, de presion, de temperatura y de actividad de agua; como regla general, esta Gltima
tendra que ser mayor a medida que los otros parametros se vuelvan menos favorables. Por cada 0.1
unidades de aumento de actividad de agua el crecimiento microbiano puede incrementarse 100 %,
Hasta llegar a un limite. Los que mas agua requieren son las bacterias, después las levaduras y
luego los hongos (Cuadro 4); de todos, los patdgenos son los que mas la necesitan para su
desarrollo, situacion contraria a las levaduras osmofilas. Como regla, la actividad de agua minima
para la produccion de toxinas es mayor que para el crecimiento microbiano. la reduccién de la
disponibilidad de agua inhibe dicho crecimiento, pero a su vez incrementa la resistencia térmica de
los microorganismos, lo que indica que para destruirlos es mejor el calor himedo que el calor seco.
Los microorganismos responden a una baja humedad, prolongando su fase inicial, bajando la fase

logaritmica y reduciendo el nimero de células viables (Badui Dergal, 2016).

Cuadro 5. Valores de Aw para el crecimiento de microorganismos

Organismo Aw minima
Mayoria de bacterias dafiinas 0.91
Mayoria de levaduras dafiinas 0.88

Mayoria de hongos dafiinos 0.80
Bacteria haldfila 0.75
Levadura osmdfila 0.60
Salmonella 0.95
Clostridium botulinum 0.95
Escherichia coli 0.96
Staphylococcus aureus 0.86
Bacillus subtilis 0.95

Adaptado de Badui Dergal (2016)
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2.4.2. Sal

Tiene sentido que la sal ayude a conservar los alimentos, ya que las bacterias que los estropean
necesitan humedad para crecer y madurar. La sal elimina la humedad de los alimentos mediante un
proceso llamado 6smosis. Esto significa que elimina el agua de los alimentos, reduciendo su
actividad hidrica casi por completo. Sin embargo, este no es el inico mecanismo de conservacion
de la sal. (Badui Dergal, 2016).

La accion de la sal esta intimamente relacionada con la reduccion de Aw que ocurre cuando la sal
(o cualquier soluto) se disuelve en agua. En el queso, la concentracién de sal varia desde quizas el
0.4% en el queso Emmental hasta el 5% en el queso azul. Al calcular el efecto inhibidor de la sal
en el queso, es la cantidad de sal disuelta en el agua (SM) del queso, en lugar de la concentracion
real de sal, el parametro importante. EI SM en el queso Cheddar varia del 4 al 6% (A. Hayaloglu,
2016).

La mayoria de los quesos son salados en salmuera; el queso cheddar es una excepcion y se sala en
seco. En los quesos salados en salmuera, existe un gradiente de sal (exterior mas alto, interior mas
bajo) al comienzo de la maduracion, que disminuye relativamente lentamente durante la
maduracion. Todos los quesos en salmuera contienen un alto nivel de sal en las capas superficiales;
por lo tanto, los microorganismos secundarios que crecen en la superficie deben ser tolerantes a la
sal. La mayoria de los Corineformes, micrococos y estafilococos pueden crecer en presencia de
NaCl al 10 a 15%. El crecimiento de P. camemberti no se ve afectado en gran medida por el NaCl
al 10%, y algunas cepas de P. roqueforti pueden tolerar el NaCl al 20%. Geotrichum candidum es
bastante sensible a la sal. En presencia de 1% de NaCl, su crecimiento puede reducirse al 1% de
NaCl y se inhibe completamente al 6%. Por lo tanto, demasiada salmuera evitara su crecimiento
en la superficie del queso. Su intolerancia a la sal puede explicar por qué G. candidum generalmente
se agrega deliberadamente en la fabricacion de quesos maduros en la superficie, con la esperanza

de que crezcan algunas células (A. Hayaloglu, 2016).
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2.4.3 Potencial Redox

El potencial redox es uno de los factores selectivos mas importantes en cualquier entorno para
controlar el crecimiento y desarrollo de microorganismos, influyendo en los tipos de
microorganismos presentes y los procesos metabodlicos de sus sustancias. Se denomina reaccion de
reduccion-oxidacion, de éxido-reduccion o, simplemente, reaccion redox, a toda reaccion quimica
en la que uno o mas electrones se transfieren entre los reactivos, provocando un cambio en sus
estados de oxidacion. Para que exista una reaccion de reduccidn-oxidacion, en el sistema debe
haber un elemento que ceda electrones y otro que los acepte. El agente reductor es aquel elemento
quimico que suministra electrones al medio, aumentando su estado de oxidacidn, es decir, siendo
oxidado; mientras que un agente oxidante capta esos electrones, quedando con un estado de
oxidacion inferior, es decir, siendo reducido. Muchas sustancias desinfectantes afectan el potencial
redox de una solucién, lo que permite monitorear y controlar su efectividad en todo momento
(Gonzalez Cortés et al., 2010).

El potencial de oxidacion-reduccién (Eh) es una medida de la capacidad de los sistemas quimicos
y bioquimicos para oxidarse (perder electrones) o reducir (ganar electrones). La Eh de la leche es
aproximadamente p150 mV y la del queso es aproximadamente 250 mV. El mecanismo exacto de
disminucion de Eh cuando el queso se produce a partir de leche no esté claro, pero probablemente
esté relacionado con la fermentacion de lactosa a acido lactico por el iniciador durante el
crecimiento. En el Eh bajo, el queso es esencialmente un sistema anaerdbico, en el queso solo
pueden crecer microorganismos anaerobicos facultativa. Por lo tanto, los aerobios obligados, como
Brevibacterium y Micrococcus spp., No crecen dentro del queso, incluso cuando otras condiciones
de crecimiento son favorables (A. Hayaloglu, 2016).

2.4.4 pH y Acidos Organicos.

La mayoria de las bacterias requieren un valor de pH neutro para un crecimiento 6ptimo y presentan

un crecimiento deficiente a valores de pH <5.0. ElI pH de la cuajada de queso después de la
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fabricacion generalmente se encuentra dentro del rango de 4.5 a 5.3, por lo que el pH es un factor
importante para controlar el crecimiento bacteriano en el queso. Las BAL, en especial los
lactobacilos, generalmente tienen un pH 6ptimo por debajo de 7, y Lactobacillus spp. puede crecer
a valores de pH de 4.0; la mayoria de las levaduras y mohos tienen un pH 6ptimo de 5-7 pero
pueden crecer a valores de pH <3.0. Se cree que los Corineformes y los micrococos no pueden
crecer por debajo de pH 5.5 0 6.0 (A. Hayaloglu, 2016). En la Cuadro 4 podemos encontrar los
rangos de pH a los que crecen algunas bacterias.

Se cree que la eficacia de los acidos organicos como inhibidores del crecimiento microbiano
depende de la cantidad de &cido no disociado presente y, por tanto, de la constante de disociacion
(pKa) y del pH. Los principales acidos que se encuentran en el queso son propidnico, acético y
lactico, y estos tienen valores de pKa de 4.87, 4.75 y 3.08, respectivamente, de modo que a la
misma concentracion el &cido lactico es el inhibidor menor y el propionico el méas eficaz. Sin
embargo, la concentracion del &cido también es importante y, en el queso, el lactato esta
invariablemente presente en la cuajada de queso joven en concentraciones mucho mayores que las
de los otros dos acidos. El pH de muchos quesos blandos aumenta caracteristicamente durante la
maduracion, particularmente en la superficie, y esto reducira las propiedades inhibidoras de la
superficie. El acido propidnico es muy eficaz para reprimir el crecimiento de mohos (A. Hayaloglu,
2016).

Cuadro 6. Rangos de pH para el crecimiento de bacterias

Bacteria Minimo Optimo Maximo
Clostridium perfringens 5 7.2 9
Bacillus cereus 4.3 6-7 9.3
Campylobacter spp. 5 6.5-7.5 8
Shigella spp. 4.8 9.3
Vibrio parahaemolyticus 4.8 7.8-8.6 11
Clostridium botulinum 4.6 9
Staphylococcus aureus 4 7-8 9.8
Escherichia coli 4 67 10
Listeria monocytogenes 4.4 67 9.4
Salmonella spp. 3.7 7-75 9.5
Yersinia enterocolitica 4.2 7.2 10
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2.4.5 Nitratos

Los nitratos y los nitritos son aditivos que se emplean como conservantes en productos carnicos
curados (chorizo, salchichdn, cafia de lomo, jamon, salchichas cocidas, etc.) o productos carnicos
esterilizados (salchichas cocidas) y excepcionalmente en algunos preparados de carne (lomo de
cerdo adobado, pincho moruno, careta de cerdo adobada, costilla de cerdo adobada). Los mas
utilizados son nitrito potasico (E-249), nitrito sédico (E-250), nitrato sédico (E-251) y nitrato
potésico (E-252), conociéndose a la mezcla de sal con nitratos y/o nitritos con el nombre de «sal
curante» 0 «sal de curacion», cuyas funciones en los productos curados son el desarrollo del aroma
y del sabor, el desarrollo y estabilizacion del color caracteristico de estos productos y, sobre todo,
evitar el desarrollo de las esporas de Clostridium botulinum, causante del botulismo. El nitrato
(NO3), como KNOs (salitre) o NaNOg, se agrega a la leche (20 g 100 | 1) para algunos quesos,
especialmente los quesos de tipo holandés como Gouda y Edam, para prevenir la produccion
temprana y tardia de gases por coliformes y Clostridium tyrobutyricum, respectivamente. El
inhibidor real es el NO, que se forma a partir del NOs por la xantina oxidorreductasa en la leche o
la cuajada. ElI mecanismo exacto por el cual el NO> previene el crecimiento microbiano no esta
claro. EI NO2 es un inhibidor eficaz de los clostridios, pero no inhibe los coliformes (A. Hayaloglu,
2016).

2.4.6 Temperatura

Ademas de la higiene, también es importante el control de la temperatura en la manipulacion de
alimentos. El mantenimiento y almacenamiento en condiciones apropiadas de baja temperatura y
el establecimiento y control de temperaturas Optimas de coccion son esenciales para reducir el
riesgo de crecimiento de patégenos. Uno de los requisitos de seguridad y temperatura de los
alimentos es mantener los alimentos frios suficientemente frios y los calientes muy calientes. Y la
temperatura actia como una barrera para prevenir el crecimiento microbiano y la produccion de

toxinas. El efecto de la temperatura en los alimentos y en el desarrollo de bacterias patogenas varia
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en funcion de los grados que se aplican: a mas de 65 °C, se destruyen; entre 5-10 °C y 65 °C, se
evita la multiplicacion; y de 8 °C a -18 °C, los patdgenos se mantienen en estado latente, no se
eliminan. No se entiende la seguridad alimentaria sin la temperatura (refrigeracién, coccién o
almacenamiento), ya que la refrigeracion, entre 4 °C y 7 °C, que inhiben el crecimiento de
microorganismos patdgenos. Debe tenerse en cuenta que, a medida que la temperatura disminuye,
se reduce también la velocidad de crecimiento de muchos de los microorganismos hasta el punto
en que se detiene. De ahi que se consiga alargar la vida atil del producto y baje el riesgo

microbiologico (Hayaloglu, 2016).

Las altas temperaturas favorecen la maduracién de microorganismos iniciadores y no iniciadores,
pero también el crecimiento de bacterias patdgenas y perjudiciales. Por lo general, el queso
Cheddar se madura a 6-8 °C, mientras que los quesos madurados con moho se maduran a 10-15
°C. El queso emmental se madura inicialmente durante 2-3 semanas a una temperatura baja (12 C),
después de lo cual la temperatura se aumenta a 20-24 °C y se mantiene durante 2-4 semanas para
promover el crecimiento de BAL y la fermentacion de lactato a propionato y acetato; la temperatura
se reduce luego de nuevo a 4 °C. Para los quesos blandos, también se controla la humedad
ambiental para evitar la evaporacion excesiva del agua de la superficie del queso. (A. A. Hayaloglu,
2016).

2.4.7 Bacterias Acido LActicas

Los alimentos no sélo son una fuente de nutrientes, sino que también sirven como un medio ideal
para que crezcan los microorganismos. Las bacterias del acido lactico (BAL) son microorganismos
con una variedad de usos, siendo uno de los principales la fermentacion de alimentos como la leche,
la carne y las verduras para producir productos como yogur, queso, salchichas y encurtidos

(Ramirez Ramirez, Rosas Ulloa, Velazquez Gonzalez, Ulloa, & Arce Romero, 2011).

Las bacterias del acido lactico no sélo contribuyen a la bioconservacion de los alimentos, sino que

tambiéen mejoran propiedades sensoriales como el sabor, el olor y la textura, y mejoran la calidad
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nutricional. Ademas, los probidticos son cepas bacterianas puras o mezclas de cepas bacterianas
que mejoran la salud cuando los humanos y los animales los consumen en cantidades suficientes.
(Parra Huertas, 2010).

Las bacterias acido lacticas son un grupo de microorganismos representados por varios géneros
con caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y metabdlicas en comdn. En general las BAL son
cocos 0 bacilos Gram positivos, no esporulados, no moviles, anaerdbicos, microaerdfilos o
aerotolerantes; oxidasa, catalasa y bencidina negativas, carecen de citocromos, no reducen el
nitrato a nitrito y producen &cido lactico como Unico o principal producto de la fermentacion de
carbohidratos (Carr, Chill, & Maida, 2002). Ademas las BAL son acido tolerantes pudiendo crecer
algunas a valores de pH tan bajos como 3.2, otras a valores tan altos como 9.6, y la mayoria crece
a un pH entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medio donde otras bacterias no

aguantarian la aumentada actividad producida por los acidos orgénicos (Carr et al., 2002).

2.4.7.1 Clasificacion. La clasificacion de las BAL en géneros diferentes es basada en principio en
la morfologia, modo de fermentacion de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas), el
crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracion de &cido lactico producido, habilidad para
crecer a alta concentracion de sal y tolerancia acida o alcalina. En la naturaleza existen los
siguientes  géneros: Aerococcus, Alloinococcus,  Bifidobacterium, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella.
Sin embargo, los géneros mas recientes son: Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus,

Streptococcus y Leuconostoc (Axelsson & Ahrné, 2000).

2.4.7.2 Caracteristicas fermentativas. Existen diversos géneros de BAL; sin embargo, éstas son
agrupadas como homofermentadoras o heterofermentadoras basado en el producto final de su
fermentacion. las homofermentadoras como Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Vagococcus y algunos Lactobacillus poseen la enzima aldolasa y producen acido lactico como el
producto principal en la fermentacion de la glucosa utilizando la via de la glucolisis (Axelsson &
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Ahrné, 2000). Por su parte, las del género Leuconostoc, Oenococcus, Weisella, Carnobacterium,
Lactosphaera y algunos Lactobacillus son heterofermentadoras y convierten hexosas a pentosas
por la via 6-fosfogluconato-fosfocetolasa, produciendo en el proceso ademas de &cido lactico,

cantidades significantes de otros productos como acetato, etanol y CO, (Axelsson & Ahrné, 2000).

2.4.7.3 Componentes antimicrobianos. La accidon conservadora las bacterias acido lacticas es
debido a la inhibicion de un gran nimero de microorganismos patégenos y dafiinos por varios
productos finales en la fermentacion. Estas sustancias son acidos como el lactico y aceético,
peroxido de hidrdgeno, diacetilo, bacterias y productos secundarios generados por la accién de la
lacto peroxidasa sobre el peréxido de hidrégeno y tiocianato (Shirai, Guerrero, & Lara, 1996). Las
bacteriocinas son moléculas que tienen estructura tipo péptido o proteinas biolégicamente activas,
las cuales presentan accion bacteriana sobre receptores especificos de las células; ademas, la
composicion quimica de estas sustancias es muy variada y su modo de accién especifico (S. M.
Vasquez, Suarez, & Zapata, 2009).
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Abstract

Cheese 15 a product with vanous benefits such as high nufnibonal quality, excellent flavor, pleasant
texture, versafilifty of use, and extended shelf life However, when produced umder poor
mamifachiring practices, 1t 15 also suscephble fo confaminaton with disease-caunsing
microorganisms. There are reasons to presume that the conditions used n the process can reduce
of eliminate the population of undesirable micToorgamisms in the final product, therefore the
objective of this document is to analyze how the cheese-malking process can inhibit the growth of
pathogenic microorgamisms. In most mamifacturing processes, growth of pathogens is observed in
the mitial stages and then it begins to decrease as the process progresses. There are several factors
that conimbute to the reduction of pathogens such as the addition of lachic cultures, antimcrobials,
temperatures, pH, water activity reduction, storage conditions and the vanety of mamfachwed
cheese. Of the freatments and factors considered in this arbicle, 1t was found that the stretching
temmperature (80 °C for 5 mumites) in mozzarella cheese 15 a defining factor on the inlibition of
pathogens moculated at an mifial concentration of 100,000 cfivml. Low-moisture hard cheeses are
safe to consume within a week of their manufacture, thanks to the condifions found m their
processes, as well as the characteristics of the fimshed product.

REeywords: Chesss, Escherichia coli, Ches:e mamifactore, Staphylococous surens, Food safety.
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Resumen

El queso es un producto con diversos beneficios como su alta calidad nutnmental, excelente sabor,
textura agradable, versatilidad de uso y extendida vida de anaquel. Sm embargo, cuando se elabora
bajo malas practicas de mamufactura también es susceptible a la contaminacion con
microrganismos causantes de enfermedades. Existen motivos para suponer que las condiciones
empleadas en el proceso pueden dismumur o eliminar las poblaciones de microorgamismos
indeseables en el producto final, por ello el objetivo de este documento es analizar como el proceso
de elaboracion de queso, puede mhibir el crecimiento de mucrorganismos patogenos. En la mayonia
de los procesos de elaboracion se observa un crecimiento de patogenos en etapas miciales y después
comienza a dismumur mientras avanza el proceso. Existen vanos factores que contnbuyen a la
dismuinucion de patogenos como la adicion de cultivos lacticos, antimicrobianos, temperaturas, pH,
reduccion de la actividad de agua, condiciones de almacenamiento y la vanedad de queso
fabncado. De los tratamuentos y factores que se consideran en este articulo se encontro que la
temperatura de estiramuento (80 °C por 5 minutos) en el queso mozzarella es un factor clave en la
inhibicion total de patogenos inoculados a una concentracion inicial de 100 000 ufc/ml. Los quesos
duros de baja humedad son seguros para consumirse a una semana de su manufactura, gracias a las
condiciones encontradas en sus procesos, asi como a las caracteristicas del producto terminado.

Palabras clave: Queso, Ezcherichia coli, Proceso de manufactura de queso, Inocuidad de alimentos.

L Introduccion pueden enconfrar offos mMICTOOTZaMISMOS
La leche es una peculiar solucién acuosa de conocidos como bactenas acido lacticas que
proteinas, carbohudratos y sales mineralesque  Son capaces de consumir la lactosa como
ademds contiene grasa emulsionada en la fuente de energia y producir acido lactico
forma de gldbulos, y proteinas altamente como subproducto, lo cual, a través de la
especializadas (caseinas) formando micelas histona ha dado lugar al surgimiento de los
ricas en nunerales en suspension coloidal [1]. productos lacteos fermentados [3]. Los
Este alimento es una nica fuente de nutrientes géneros de bactenias acido lacticas mas
para el ser humano, lo cual también lo vuelve representativas son Lactobacillus,
un excelente medio para el desarrollo de las Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus
bacterias que se encuentran en el medio y Leuconostoc [4].
ambiente, las cuales pueden contammar la
leche y proliferar en ella. Algunos de estos Durante el proceso de manufactura de los
microorganismos son indeseables. ya que productos lacteos, la leche es sometida a

pueden provocar enfermedades al ser humano diferentes operaciones que la transforman en
o detenorar la calidad de la leche. Los alimentos radicalmente diferentes en sus

pnnci MICTOOTZANISMOS ogenos caracteristicas organolépticas, los cuales sin
pakx;dealmasahmmlzs embargo conservan su calidad nutnmental

Escherichia coli, Listeria monocytogenes, como sucede en el caso de la manufactura de
Staphylococus aureus, Salmonella spp, queso [5]. Las ventajas denvadas de
Campylobacter jejumi, Bacillus cereus, transformar la leche en queso son evidentes
Yersinia enterocolitica, Brucella abortus y en lo referente a su vida de anaquel y

Streptococus agalactiae [2). Por otra parte, se estabilidad durante el almacenamiento [6]
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Asi mismo, al dismuinuir el contenido de agua
se reduce el peso de los productos, lo que
facilita su transporte [7]. Finalmente la
transformacion de la leche en queso provee de
un medio muy efectivo para diversificar la
dieta humana desde wn punto de wista
sensonal [8].

La fabnicacion y la maduracion de queso
Tepresentan una sene de eventos bioquimicos
consecutivos que, si estan bien sincronizados
y equilibrados, conducen a la generacion de
productos Inocuos, con aromas y sabores
altamente  deseables. Condiciones de
manufactura mapropiadas, sin embargo,
pueden resultar en productos daiiinos a la
salud, y/o con sabores y olores desagradables
[9]. La calidad y composicion del queso esta
también fuertemente influenciada por las
caracteristicas de la leche empleada en su
manufactura, e su cahdad
microbiologica, su contenido de grasa,
proteina, calcio y pH [10].

Las diversas técnicas para la fabncacion del
queso se han venido desarrollando desde hace
siglos como un medio para conservar la leche
cruda a través de su fermentacion [11]. La
seleccion natural de la flora necesana para la
fermentacion de la leche, o la adicion directa
de estos orgamismos como cultivos
miciadores, ayuda a conservar los productos
y permite la competencia de la flora benéfica
con contaminantes microbianos, nchudos los
patogenos humanos. Otros factores que
contribuyen a asegurar la inocuidad del queso
son el uso de tratamientos térmicos como la
coccion de la cuajada, la adicion de sal, yel
control de las condiciones de temperatura y
humedad ambiental durante la maduracion

[12].

En la actualidad, la manufactura de queso es
una actividad que se beneficia del
conocimiento desarrollado por una amplia
gama de disciplinas cientificas. Entre ellas
destacan la mucrobiologia, quimica,
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bioquimica, enzmologia, y biologia
molecular, entre otras [1]. El objetivo del
presente articulo es documentar la efectividad
del proceso de elaboracion de queso, como
método de conservacion de la leche. Se
presenta un compendio de informacion
cientifica a de la cual se puede
determunar la participacion de cada una de las
diferentes operaciones unitarias empleadas en
la manufactura de quesos como elementos
clave en asegurar la inocuidad microbiologica
de los productos elaborados. Aunque son
diversos los microrganismos patogenos que
pueden estar presentes en la leche [2], este
articulo se enfoca en evaluar la sobrevivencia
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
durante el proceso de manufactura del queso.
Estos microorganismos son considerados
como representativos del resto de
IMICTOOTZAaMsSmMOs  patogenos ya  que
Escherichia coli es un importante indicador
de contammnacion fecal que adwierte la
presencia de otros patogenos [13], mientras
que Staphylococcus aureus es wuno de los
patogenos no formadores de esporas mas

resistentes a principios bactericidas, pudiendo
sobrevivir durante largos periodos de iempo
en ambientes hostiles.

II.  Queso

2.1  Proceso de elaboracion de queso

La fabnicacion de queso puede definirse como
el conjunto de operaciones realizadas a la
leche durante un peniodo de alrededor de 24
horas para convertirla en una sustancia solida
o senusolida [14]. Es importante considerar,
sin embargo, que la deshidratacion controlada
o maduracion, en algunas ocasiones puede
requenr periodos mas prolongados. Aunque
el protocolo de fabncacion para vanedades
mdividuales difiere en detalle, los pasos
basicos mas commmes a la mayoria de las
vaniedades son: acidificacion. coagulacion,
deshidratacion (corte del coagulo, coccion,
agitacion, prensado, salado y ofras
operaciones que promueven la sinéresis en
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gel), conformacion (moldeado y prasado) y
salado (cuando no se ha
previamente) [15]. Lafabmaaondequsoes
esencialmente un proceso de deshidratacion
en el que la grasa y la caseina en la leche se
concentran entre 6 y 12 veces, dependiendo
delavanedaddeq.modehquesebate[lﬂ.
Los mveles de humedad. contenido de sal. pH
ilaxma'oﬂmddqmsomgulan)comolan
o0s cambios bioquimicos que ocurren durante
la maduracion y detemunan, la inocwdad
microbiologica, el sabor, el aroma y la textura
del producto final [17].

El queso proviene en primera instancia de la
fermentacion microbiana de la leche, en
donde el descenso en el pH causado por los
mlcmagamsmosmodlﬁcalasmctmsnas
organolépticas del producto y le confiere
estabiidad durante su almacmam:emo [18].
Aunque tipicamente esta fermentacion es
realizada por bactenas acido lacticas (BAL)
seleccionadas, en algumos casos los
microorganismos empleados para este fin
imphi ) ecosistemas

levaduras y hongos [19]. Adicionalmente,
posteniores adecuaciones del proceso de
mamufactura de quesos han introducido el uso
de enzimas coagulantes y ofros adjuntos, que
permiten obtener caracteristicas particulares
en cada vanedad de queso [20]. Los métodos
de fabricacion y maduracion. el tipo de leche
empleada, y la composicion quinuca bruta de
resultantes defmen la flora
microbiana remanente en los quesos,
incluyendo a  los DUCTOOr ZAINSINOS
intencionalmente afiadidos (BAL), asi como a
micToorganismos contanunantes indeseables
(patogenos o de detenioro) [21].

Los factores que controlan el crecimiento de
microorganismos indeseables en el queso
incluyen ademas del pH. a la actividad de
agua (modificada a tavés de 1la
deshidratacion y la adicion de sal) [22], la
temperatura de proceso y de almacenanuento,
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la mhibicion competitiva causada por la
presencia de BAL wiables, y a la presencia de
sustancias  inhibidoras, intencionalmente
afiadidas, como los nitratos, o sintetizadas in
situ. por las mismas BAL como las
bacteniocinas. Desde un punto de vista de
conservacion de alimentos, todos estos
factores son conocidos como “obstaculos™. El
efecto de cada uno de los obstaculos sobre la
viabilidad de mucroorganmismos indeseables
puede no ser significativo por si solo. Sin
embargo, una vez que todos los obstaculos se
presentan de manera simultanea, se obtiene
un efecto sinérgico que produce un control
considerable, lo cual es conocido en su
conjunto como “tecnologia de obstaculos™
[23].
IOI. Esrudios de supervivencia de
microrganismos indeseables en
Ia elaboracion de queso
Existen infimdad de microrgamsmos
mdeseables que pueden contanunar la leche y
proliferar rapidamente en ella debido a la alta
dispoubilidad de nutrientes y a las
temperaturas empleadas en la elaboracion de
3 [24]. Entre estos

dos grandes grupos: los microorganismos de
detenoro, que son capaces de modificar

Ivamente las caracteristicas
organolépticas del queso durante su
almacenamiento, limutando su wida de
anaquel, y los microorganismos patogenos,
causantes de enfermedades en el ser humano,
que convierten a los productos contaminados
en vectores de enfermedad [235, 26].

Como ya se menciono previamente, algunos
obstaculos microbianos (actividad de agua,
concentracion de sal, pH y acdo lactico)
presentes en el queso tienen el potencial para
mhubir el desarrollo de los microorgamsmos
mndeseables [27], por lo que diversos grupos
de mvestigacion alrededor del numndo han
dedicado sus esfuerzos a estudiar y
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cuantificar la capacidad de los diversos
parametros de proceso y operaciones
umtanas empleadas en la manufactura de
quesos para mhibr el desamollo de
microorgamismos indeseables, asegurando
una larga vida de anaquel y sobre todo la
mocuidad microbiologica del producto
terminado. En parucular el uso de cultivos
mmiciadores, adicion de antimicrobianos,
temperatura de proceso, asi como la
temperatura y iempo de almacenamiento han
sido sefialados como los factores mas
relevantes en el aseguramiento de la calidad
microbiologica de quesos [28-30].

3.1 Cultivo iniciador

Los cultivos iiciadores empleados en la
mamufactura de quesos se seleccionan
generalmente con base en su capacidad para
producir acido lactico a uma velocidad
apropiada, en su capacidad para resistir el
ataque de bactenofagos. y en su capacidad
para producir aromas, sabores y texturas
deseables [31]. Los microorganismos que se
emplean para este fin con mas frecuencia en
la industria lactea son las bactenias acido
lacticas. Algunos de estos microorganismos,
ademas de las propiedades previamente
descnitas, tienen la capacidad de generar
productos finales de la fermentacion como el
acido acético, el peroxido de hidrogeno, el
diacetllo. y algunas bacteriocmas, sustancias
capaces de ejercer un efecto mhibitorio sobre
los microor s indeseables en la leche
[4]). La acidez desarrollada por las bactenas
lacticas (independientemente del efecto
conservador de los acidos organicos)
contribuye a la conservacion de los productos
lacteos, ya que el pH encontrados en los
productos fermentados (que pueden llegar a
valores de pH de 4 - 5)laﬂorabanalylos
IICTOOTZamIsINOs  patogenos pueden ser
mhibidos en cierta medida. extendiendo la
vida de anaquel. y contbuyendo a la
mocuidad microbiologica del producto [32].
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Considerando este interesante potencial que
tiene la presencia de cultivos lacticos viables
en la preservacion de productos lacteos se han
conducido diversas investigaciones referentes
al tema De enfre éstas, resulta relevante
resaltar la comparacion que se realizo entre el
uso de cultivos lacticos termofilos
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
y  Streptococcus  salivarius  subsp.
thermophilus) vy mesofilos (Lactococcus
lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis
. Cremoris) para inhibir el crecimiento
de E. coli O157: H7 en queso feta y en queso
telemes, en donde se encontré que a pesar de
que se observa un incremento en la poblacion
de E coli durante la fabricacion de ambos
tipos de queso. su presencia dismimuye
durante la maduracion a 4 °C. En este
respecto, los cultivos lacticos termofilos
fueron capaces de reducir la poblacion de E.
coli a niveles de no-detectable después de 44
y 40 dias en queso feta y telemes,
respectivamente. Por ofro lado, niveles de no-
detectable fueron encontrados con el uso de
cultivos lacticos mesofilos después de 36 y 30
dias, en queso feta y telemes, respectivamente
[33]

Govans et al. (2002) nos muestran que la
supervivencia de E. coli O157: H7 es mayor
en quesos fermentados con iniciadores
termofilos que con cultivos mesofilos,
aunque en ambos casos queda también
demostrado que un periodo de maduracion de
alrededor de un mes, o mes y medio a 4 °C
son suficientes para erradicar la presencia de
este patogeno en quesos feta y telemes [33].

Una palabra de precaucion es requenda tras
considerar estos razonablemente exitosos
resultados ya que también existen estudios en
donde el uso de cultivos lacticos. incluso de
aquellos conteniendo bactenas productoras
de bacteriocinas, ninde resultados menos
favorables. Como ejemplo, un estudio
realizado en queso feta y camembert en donde
se estudio la capacidad de cultivos lacticos
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mesofilos en combinacion con Lactococcus
lactis ssp. lactis ATCC 11454, una cepa
productora de mnisina, para inhbir el
desarrollo de E. coli O157: H7. En este caso,
la poblacion de E. coli O157: H7 en queso
feta se incremento en 4 ciclos logaritmicos
durante los pnmeros diez dias de
almacenamiento a 2 °C. alcanzando miveles
de alrededor de 8 ciclos logaritmicos
(UFC/g), lo cual ndudablemente implica un
grave nesgo a la salud de los consumidores.
Un postenior descenso en los mimeros de E.
coli O157: H7 observado a partir del dia 20
de almacenanmuento fue msuficiente para
reducir la poblacion a miveles aceptables,
terminando tras 75 dias de almacenamiento
en miveles 1.5 ciclos logaritmicos superiores
a los presentes al principio del proceso. Enel
caso del queso camembert los resultados
fueron sinulares. observandose un pico (3
ciclos logaritmicos) en el incremento de la
poblacion de E. coli O157: H7 a las 24 horas,
sequido por un descenso que fermind en
niveles 1.5 ciclos logaritmicos superiores a
los iniciales tras 65 dias de almacenamiento a
2°C [34].

Las discrepancias entre los resultados de este
estudio y el descrnito previamente son
evidentes y alarmantes, ilustrando que el uso
de cultivos lacticos como unica herramienta
para asegurar la inocuidad de los quesos es
msuficiente, ya que su efectividad puede
vaniar ampliamente dependiendo del tipo de
cultivos lacticos empleados, asi como de ofras
condiciones ambientales relevantes, como el
pH del producto y la temperatwra de
almacenamiento.

Para demostrar la gran vanabilidad de
resultados que se pueden obtener con
diferentes tipos de cultivos lacticos podemos
citar un estudio en donde se evaluo la
efectividad de vanos lactobacilos y
lactococcos de manera mdividual y en
combinacion, para inlubir el desarrollo de E.
coli enteropatogénica en queso camembert.
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En este estudio el uso de cepas individuales
de cultivos lacticos probo ser insuficiente
para controlar el desamollo de E coli
mostrando un incremento de alrededor de 4
ciclos logaritmicos en su poblacion a las 24
horas (de manera smlar al estudio
previamente descrito), segwdo de wun
descenso después de 63 dias de
almacenamiento que termmno en todos los
casos con poblaciones de E. coli supeniores a
los niveles de contaminacion iniciales. Las
diferencias de mhibicion enconfradas enfre
cepas individuales permiten categorizarlas en
funcion de su capacidad mhibitona en orden
de mayor a2 menor: S cremoris= L
helveticus> S. lactis> L casei> L.
bulgaricus. Sin embargo, cuando se
emplearon combinaciones de cultivos
lacticos se consigweron mejores resultados,
obteniendo niveles de contaminacion de E.
coli al final del almacenanmiento menores que
los presentes al imicio del proceso de
manufactura. Los cultivos iniciadores
combinados repnmieron E. coli en el
sigqwente orden, de mayor a menor: S
cremoris + L. helveticus> S. cremoris + L.
bulgaricus= S. cremonis, = L. helveticus + S.
diacetylactis>= S. cremoris + S. diacetylactis.
En particular la combinacion S. cremoris + L
helveticus se distinguié por causar wm
decremento en la poblacion de E. coli por
debajo de los miveles miciales a los 7 dias de
almacenamiento. seguido por wn descenso
sostenido en la poblacion a través de todo el
tiempo de almacenamiento. Como conclusion
de este estudio se puede denvar que la
combinacion de cultivos iniciadores es mas
efectiva en el control de microrganismos
patogenos en comparacion con el uso de
cultivos individuales vy que la seleccion
adecuada de las combinaciones de cultivos
lacticos es critica [35].

Como ultimo asunto pendiente queda
determinar s1 la concentracion inicial de
patogenos contaminando la leche juega algun
papel en la eficiencia del uso de cultivos
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lacticos como mhibidores del desamrollo de
patogenos. En este sentido se puede
mencionar un estudio conducido en queso
feta en donde se evaluo la capacidad de un
cultivo lactico (Streptococcus cremoris) para
inhubir el desarrollo del patogeno S. aureus en
fincion de la concentracion imcial de
contaminacion del patogeno (1, 5y 10%). En
este caso el estudio demuestra un incremento
en la concentracion del patogeno a las 7 horas
de miciado el proceso de manufactura,
seguido de un descenso a traveés de 75 dias de
maduracion (simular a los estudios
previamente descritos). Los quesos con
cultivos lacticos fueron capaces de reducir la
concentracion final del patogeno de mejor
manera que los quesos sm miciador,
resultando en quesos con dos ciclos
logaritmicos menos patogenos al final del
peniodo de maduracion De manera
Interesante, este estudio demwmestra que la
concentracion mnicial del patogeno no tiene
ningun efecto sobre la capacidad del cultivo
lactico para producir la inhibicion. siendo
exitoso  en ler  ciraumstancia.
Ciertamente, cabe hacer la aclaracion de que
la concentracion final en cualquer caso
resulta ser un porcentaje de la concentracion
icial, motivo por el cual resulta de suma
importancia reducir lo mas posible la
concentracion inicial de patogenos a traves
del uso de buenas practicas de produccion de
la leche, y buenas practicas de manufactura
del queso [36].

3.2 Adicion de antimicrobianos
El témino antimicrobiano hace referencia a
aquellas sustancias con capacidad para
reducr o inlbir el creciuento de
en los alimentos [37]. El
uso de estas sustancias tiene por objetivo el
aumentar la segundad de los alimentos y su
vida uthl El tipo de sustancias
antimicrobianas que pueden ser empleadas en
quesos, asl como Ssu concentracion se
encuentran regulados por ley, de tal manera
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que no pueden ser usados de manera
mdiscimunada [38]. Es por este motivo que
resulta de gran interés el evaluar pnincipios
naturales, que puedan cumplir con esta
funcion sin ser considerados como sustancias
sintéticas sujetas a regulacion de uso [39].

Un ejemplo del uso de antimicrobianos
“naturales” lo podemos encontrar en el uso de
aceites esenciales provenientes de diversos
vegetales. Un estudio conducido en queso
blanco irani adicionado con 2500 - 3500 pg /
ml de aceite esencial de estragon (Artemisia
dracunculus) determuno su capacidad para
mhibir el desamollo de Sraphylococcus
aureus y Escherichia coli. Este estudio
demostro la capacidad del aceite esencial para
reducir la poblacion de E. coli y S. aureus en
dos ciclos logaritmicos después de 72 h, en
comparacion con el queso control sin adicion
del aceite esencial. En todos los casos, el uso
de aceite esencial demostro causar un efecto

e, en donde se observa
mayor inhibicion conforme se incrementa la
cantidad del aceite adicionado [40].

Otro ejanplo del uso de antimicrobianos
“naturales” se puede encontrar en la adicion
de metabolitos antimicrobianos sintetizados
por bactenas acido-lacticas, como es el caso
de la reuterina, poderoso antimicrobiano
sintetizado por Lactobacillus reuren‘ Un
estudio realizado en queso ttage
contaminado con E. coli O157: H7danostro
que la adicion de reutenina en concentraciones
de 50, 100, y 150 unidades/g resulta en la
reduccion de la poblacion de E. coli 0157: H7
ex12,3.y6cicloslogarinnicosd&qm€sde\m
almacenamiento por 7 dias a 7 °C. Como
puede observarse, la capacidad bactencida de
la reuterina es amplhiamente superior a la del
aceite esencial mencionado en el estudio

10, mostrando de manera semejante una

prev
capacidad bactencida dosxs-depmdxeme [41].

Finalmente, haciendo referencia al uso de
conservadores quimicos convencionales
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como punto de comparacion, se puede
mencionar el estudio conducido en queso
blando hispanico, en donde se afiadié sorbato
de potasio (0.3%), o benzoato de sodio
(0.3%), en quesos contaminados con E. coli
O157: HJ. Este estudio demostro la
capacidad del sorbato y el benzoato para
inhibir el desarrollo del patogeno. El queso
adicionado con benzoato de sodio o con
sorbato de potasio mostro ausencia de
crecimuento de E. coli O157: H7 durante
cuatro meses de almacenamiento a 12 °C,
exﬁendlendoas:dennnenefecuvalaudade
anaquel de este producto tipicamente
considerado como de corta vida de anaquel
debido a su alta humedad, alto pH y ausencia
de cultivos lacticos [41]).

3.3 Temperatura

La temperatura es uno de los pnincipales
factores que afectan el crecimiento y
supervivencia de los microrganismos viables
en leche y productos lacteos [42]. De manera
general se pueden identificar tres rangos de
temperatwra para cada tipo de
microorganismo, en donde se observa a) una
temperatura de crecimuento optimo b) una
temperatura baja, debajo de la cual ya no se
observa crecimiento, aunque la viabilidad de
los microorganismos ya presentes no se
pierde entrando en wvida latente, y ¢) una
temperatura alta, a partir de la ‘cual los
MICTOOTZANISINOS es pierden
viabilidad y mueren [43].

Con esta base, las diferentes temperaturas
empleadas en cada una de las etapas del
proceso de manufactura de quesos ejercen
cierta influencia en el desarrollo o mhibicion
de las poblaciones microbianas, primero en la
leche, luego en la cuajada, y finalmente en el
queso.

Aunque en teoria, cualquier proceso de
manufactura de queso debe imciarse con la

pasteunizacion de la leche, proceso témico
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aplicado con la intencion exclusiva de
mactivar microorganismos indeseables en la
leche [44], en muchos casos, sobre todo en el
caso de los quesos artesanales o con
“Denominacion de Orngen Protegida™ los
quesos son elaborados a partir de leche
“cruda”, motivo por el cual resulta de especial
relevanclaelxdennﬁcarlampaadaddeouas

el desarrollo de microorganismos indeseables
[45].

3.3.1 Coccion de la cuajada
Una vez que la leche es coagulada, como paso
micial en el proceso de mamufactura de
quesos, la cuajada resultante es cortada y
sometida a un proceso de cocimiento, con el
proposito pnincipal de reducir la humedad y
promover el desarrollo de acidez y textura.
Este proceso de cocimiento se aplica a la
cuajada suspendida en suero en tanques
agitados con calentamiento indirecto, en los
cuales se incrementa la de
manera paulatina. La duracion e intensidad
del tratanmento témico aplicado determuna
las caracteristicas fisicoquimicas de la
cuajada cocida y de igual manera determina
el potencial efecto bactenicida que esta etapa
del proceso de mamufactura pueda causar
sobre los mucroorganismos presentes. Con
relacion a esto, Peng y colaboradores
realizaron un estudio en donde evaluaron el
efecto de cocer la cuajada a 40 0 46 °C sobre
la viabilidad de E. coli productor de toxinas
Shiga, en un proceso de elaboracion de queso
semuduro. En este estudio no se encontro
diferencia significaiva entre las dos
temperaturas de cocimiento empleadas,
encontrando E. coli wiable en todos los
quesos, aun después de 16 semanas de
almacenamiento refigerado a 13 °C [46]. De
manera semejante, en ofro trabajo publicado
se evaluo el efecto de emplear cuatro
diferentes de cocimuento (30,
36, 38 y 40 °C) sobre el desamrollo y
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supervivencia de Staphylococcus aureus en
queso manchego. En este estudio 5. aureus
alcanz6 su mimero maximo en queso después
de 24 h de manufactura, con un recuento de
alrededor de 800,000 ufc/g. De 1gual manera
que en el estudio anterior, en este estudio se
demuestra que este mtervalo de temperaturas
de cocinuento es msuficiente para causar un
efecto bactericida relevante. Inclusive, resulta
relevante mencionar que los quesos
elaborados con cuajada cocida a 40 °C
resultaron con una poblacion de S. aureus al
final del proceso de manufactura supernior a la
observada en quesos cocidos a temperaturas
mas bajas, con lo que se demuestra que
temperaturas de cocinuento moderadas

resultar en un efecto de ncubacion,
mas que de mhibicion del desarrollo de

microorganismos indeseables [47].

Fmalmente, en otro estudio en donde se
emplearon temperaturas extremas de 20 y 45
°C durante el cocimuento de la cuajada y se
observo su efecto sobre el crecimiento y
supervivencia de E. coli O157: H7 durante el
proceso de elaboracion de queso blanco. En
este caso, si se observo una dismunucion en la
poblacion de E. coli O157: H7 durante un
peniodo extendido de 50 horas al emplear
temperaturas de 45 °C, lo cual no se observo
en el caso de las cuajadas cocidas a 20 °C. De
cualquier manera en ambos casos el patogeno
sobrevivio el proceso de manufactura y
mantuvo su viabilidad en los quesos durante
F-lts aixmcenamiemo refrigerado por 4 semanas

Como conclusion se puede plantear que las
temperaturas de cocimiento de la cuajada en
general no son suficientes para causar una
reduccion significativa en la poblacion de
microorganismos indeseables en la cuajada,
sino que al confrano tipicamente resultan en
un incremento en la poblacion. Este efecto
resulta razonable, ya que en general las
temperaturas de cocinuento se limitan para
evitar inactivar los cultivos lacticos
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adicionados, ya que se busca que estos
mantengan su wiabiidad y continmien
acidificando la cuajada en etapas posteriores.
El uso de cultivos lacticos termofilos, capaces
de soportar temperaturas supenores a los 35
°C, podria representar una opcion viable para
emplear temperaturas de cocimiento
supenores que potencialmente pudieran
mhibir el desarrollo de microorganismos
mdeseables.

3.3.2 Estiramiento de la cuajada.
Otra etapa en el proceso de manufactura de
queso en donde el uso de temperaturas
elevadas puede potencialmente reducir la
poblacxondema'oorgamm:osmdesublzsa
la etapa de malaxado o “estiramiento” de la
cuajada. En esta etapa, la cuajada cocida es
sometida a un tratamiento térmico por
Imersion en agua o por contacto con una
superficie caliente y masajeada con la
mtencion de inducir la reonentacion de las
hebras de caseina para Ir una masa
elastica, caracteristica de los quesos de “pasta
hilada™ como el mozarela, asadero y Oaxaca.
Con respecto 2 la eficacia de esta operacion
unitania  para inhibir el desarrollo de
microorgamsmos, se puede citar el estudio
realizado por Spano y colaboradores quienes
evaluaron el uso de dos temperaturas de
estiramiento tipicamente empleadas en la
manufactura de queso mozarela (70 y 80 °C)
sobre la wiabilidad de Escherichia coli
O157:H7. La aplicacion de 80 °C por 5
nunutos elimuno por completo la poblacion de
E coli moculada en los quesos (100,000
ufc/g). Confirmacion de la total mactivacion
del patogeno se obtuvo empleando un
proceso de ennquecimuento tras 7 dias de
almacenamiento a 4 °C. Estirar la cuajada a
70 °C por ofra parte, no produjo un efecto tan
marcado, reduciendo la poblacion del
patogeno solamente entre wno y dos ciclos
1 . Este estudio demmestra la
mportancia de emplear temperaturas altas
durante el proceso de estramiento para
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inhibir en mayor medida el desarrollo de
microorganismos  indeseables [49]. La
temperatura de pasteunzacion alta (72 °C)
ser empleada como un cnteno que
permita definr el poder de inhibicion de
diversos tratamientos témmcos, siempre
temendo en cuenta que los procesos de
transferencia de calor en quesos (conduccion)
se llevan a cabo de manera mas lenta que los
observados en leche liquida (conveccion).

3.3.3 Temperanwra de almacenamiento
Una vez formados y prensados los quesos,
estos son sometidos a un proceso de
maduracion. Este proceso de maduracion se
lleva a cabo en condiciones de humedad y
temperatura controlada, lo cual permite
manipular la velocidad a la que suceden
procesos bioquimicos y muicrobiologicos
responsables de la calidad organoléptica final
del queso. Durante esta se

proceso
mhibir el desarrollo de microorganismos
indeseables. Con respecto al efecto que ejerce
la temperatura de almacenanuento sobre la
supervivencia de IMICTOOTZANISMOS
indeseables se puede citar un estudio en
donde se evaluo el efecto de 3

de almacenamiento (4, 8 y 28 °C) sobre la
viabilidad de Escherichia coli O157:H7 en
queso Panner almacenado por 48 horas. Bajo
estas condiciones de almacenamiento, E. coli
fue capaz de proliferar con notables aumentos
en la tasa de crecimiento conforme la
temperatura de almacenamiento se fue
elevando. Inclusive a temperatuwras de
refngeracion E. coli fue capaz de incrementar
notablemente su poblacion al final del
pericdo  estudiado,  demostrando la
mcompetencia de las condiciones de
almacenamiento empleadas para reducir
nesgos microbiologicos en queso Panner,
especialmente en penodos tan breves de
tiempo [50].
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Estudios semejantes, conducidos por
penodos mas largos de tiempo, han permitido
apreciar de mejor manera el efecto de la
temperatwra de almacenamiento sobre la
viabilidad de microorganismos patogenos.

Como ejemplo se puede mencionar wun
estudio realizado en quesos Monterey y
Cheddar moculados con 6.6 log ufc/g de E.
coli O157:H7 empacados al vacio y
almacenadosa 4.4, 10, 0 21.1 °C por 365 dias.
En este caso, el almacenamiento prolongado
si fue capaz de reducir la poblacion de E. coli
produciendo descensos de mas de 6 ciclos
loganitmicos en su poblacion a los 120 dias de
almacenamiento a temperatura de 21.1 °C.
Los quesos tipo Cheddar presentaron menos
desarrollo de E. coli en comparacion con los
quesos Monterey, que requirieron de mas
tempo de lento para lograr
reducciones comparables. Despues de 60 dias
de almacenamiento a 4.4 °C, se observaron
reducciones de 0.8 y 1.0 log ufc/g en queso
tpo Monterrey y Cheddar respectivamente.
Cuando la temperatura de almacenanuento se
aumento a 10 °C las reducciones fueron de
05 y 2 log ufc/g, respectivamente.
Finalmente, el aumento adicional de la
temperatura de almacenamuento a 21.1 °C
causo una reduccion de 1.5y 5.2 log ufc/g de

E. coli a los 60 dias de lento en
queso estlo Monterey, y Cheddar
respectivamente [51].

significativos sobre la sobrevivencia de S.
aureus en queso. Un estudio realizado en
queso Manchego contaminado con S. aureus
en concentraciones iniciales de alrededor de 6
log ufc/g, elaborado con leche cruda de oveja
y almacenado a 5, 10, 15 0 20 °C por 60 dias
demostro la capacidad de t de 20
°C de causar un descenso en la poblacion de
S. aweus de alrededor de 6 ciclos
logaritmicos después de 60 dias de
almacenamiento. Por otro lado, las
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temperaturas de almacenamiento de 10 °C y
15 °C causaron una reduccion de 4 ciclos
logaritmicos en el mismo tiempo, mientras
que la temperatura de almacenamiento de 5
°C resulto en una reduccion de solo 3 ciclos.

En este estudio se concluye que durante el
almacenamiento prolongado de quesos, las
bajas  temperatwas de  maduracion

e pemuten una  mayor
supervivencia de las bactenas patogenas en
comparacion con temperaturas mas cercanas
a la ambiente [47].

Finalmente resulta interesante mencionar
que el queso cheddar elaborado a partir de
leche sin pasteunzar requiere por ley ser
sometido a un periodo de maduracion mimmo
de 60 dias, con el proposito de bnndar
seguridad al consumudor (Estandar de la
Admimstracion de Alimentos y Drogas de
EE. UU). Para evaluar la efectividad de esta
medida, se realizd un estudio en queso
cheddar elaborado a partir de leche sin
pasteunizar fue moculada

1 con un coctel de 5 cepas
de E. coli y momtoreada para determunar su
viabilidad por 360 dias de almacenamiento a
7 °C. Durante el almacenamiento se observo
una disminucion en la poblacion de E. coli.
Sin embargo, su 1a fue detectada aun
después de 240 dias de almacenamiento (7
°C), confirmnando que el uso de mas altas
temperaturas de almacenamiento es requenido
para asegurar que un peniodo extendido de
?;:c]hnaciéninhabalapmadepahbgems

3.4 Tiempo de almacenamiento

Como ya se ha vuelto evidente desde la
seccion antenior, el efecto de la temperatura
de almacenamiento no puede ser considerado
sin tomar en cuenta la duracion del
almacenanuento. Tipicamente, el
almacenamiento del queso bajo condiciones
controladas puede durar desde solo un par de
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dias hasta meses o afios, dependiendo de la
vanedad de queso de que se trate.

Se han realizado diversas mvestigaciones
enfocadas a evaluar la supervivencia de
microrganismos indeseables durante la etapa
de almacenamiento en fumcion del tiempo
empleado. Uno de ellos se llevo a cabo en
queso Cheddar elaborado con leche
pasteunzada contaminada con E. coli. En este
estudio E. coli mostro una fuerte dismunucion
en su poblacion durante el peri de
almacenamiento a 7 °C, alcanzando una
reduccion de la poblacion a menos de 1 ufc/g
al dia 60. aunque niveles indetectables se
alcanzaron solo después de 158 dias de
almacenamiento [53]. Por otra parte, otro
estudio que descnibe el comportanuento de E.
coli durante el almacenamuento de queso
Cheddar y Gouda elaborado a partir de leche
sin pasteunzar establecio una concentracion
aproximada de 145 ufc/g en el primer dia de
almacenamiento. A partir de este punto, los
recuentos  bactenanos  dismunuyeron
significativamente  alcanzando  miveles
medios de 25 y 5 ufc/g en Cheddar y Gouda,
respectivamente a los 60 dias de
almacenamiento. Sin embargo, a pesar de que
E. coli mostro un descenso continuado en su
poblacion, vale la pena mencionar que en este
estudio, el uso del método de ennquecimiento
selectivo, permutio detectar presencia de E.
coli durante mas de 270 dias en ambos tipos
de queso [54]. Resultados semejantes se han
encontrado también en queso de cabra, en
donde la concentracion de E. coli disminuye
de manera contimia durante la de
maduracion por 42 dias a 4 °C, alcanzando
nmiveles 2 log ufc/ml menores que los
encontrados al principio del almacenamiento,
reduccion suficiente para suponer su ausencia
total. Sin embargo. en este estudio se pudo
conseguir también la deteccion de E. coli
posteriormente a los 42 dias de maduracion,
lo cual indica la sobrevivencia de un mimero
limitado de células bacterianas lesionadas o
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con capacidad limitada para reproducirse en
condiciones normales [55].

Estudios realizados en queso Camembert
inoculado con Escherichia coli productora de
toxina Shiga han demostrado la disminucion
de la poblacion durante las primeras etapas de
maduracion alcanzando concentraciones de
10° ufc/g después de wn periodo de
almacenamuento de 20 dias a 4 °C [56).

Con rspecto a Staphylococcus aureus,
también se ha estudiado su supervivencia
durante el almacenanuento en queso Domiati
egipcio, utilizando leche sin con
una concentracion imcial de 10% ufc/g de S.
aureus, y evaluando el efecto del
almacenamiento a 30 °C. Aunque en este
estudio la poblacion de S. qureus aumento
rapidamente durante la fabricacion del queso,
se observo una disminucion durante el
almacenamiento hasta encontrar menos de 10
ufc/g después de 4 semanas [36]. Estudios
semejantes en queso Manchego almacenado
por 60 dias encontraron recuentos de S
aureus que dismimuyeron notablemente
despuesde35 dias de almacenamuento a 15
°C, alcanzando miveles debajo del limite de
deteccion al final del periodo de maduracion
[57].

Fmalmente, resulta relevante mencionar
experiencias obtenidas de estudios en quesos
duros y semiduros con respecto a la
sobrevivencia y proliferacion de E coli
durante la maduracion y almacenamuento.
Losrmﬂtadosnmesu*anquelosqmosduos

son higiénicamente seguros una semana

después de la fabncacion En general, la
tecnologia de fabncacion de quesos duros

swzos no permite el crecimiento de bactenas
patogenas y conduce a una tasa de mortahidad
muy rapida.

Nmguna de las bactenas patogenas
moculadas, excepto por un bajo nimero de S.
aureus, se pudo encontrar en los quesos duros
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expenimentales un dia después de la
fabnicacion. En los quesos semuduros
expenmentales, E coli y S aureus
sobrevivieron mas tiempo que en los quesos
duros, pero después de 90 dias, cuando se
completo el peniodo de maduraciona 5 °C, las
bactenas cayeron por debajo del limite de
deteccion [58].

IV. Conclusiones

El proceso de mamufactura de quesos
comprende una sene de operaciones wntanas
que poseen el potencial de actuar como
métodos de conservacion, contnbuyendo a

la inocuidad de los quesos. Cada
vanedad de queso en particular requuere de
condiciones especificas de proceso que
perutan alcanzar las  caractenisticas
organolépticas deseadas, con lo que la
efecividad del proceso para mhubir el
desarrollo de microorganismos indeseables es
vanable. En la medida en que las condiciones
de proceso mmpliquen el uso de temperaturas
superiores a las de pasteunizacion. tiendan a
reducir la actividad de agua y el pH, asi como
a promover el desarrollo de bactenas
benéficas, se podra esperar un mpacto
positivo en la mocwdad del producto.

La adicion de bactenas acido-lacticas en
general, o en particular de aquellas capaces de
sintetizar metabolitos antimicrobianos, en la
leche al micio de los procesos de manufactura
de quesos ha demostrado ser wma efectiva
estrategia para inlibir el desarrollo de

microorgamsmos  patogenos. De igual
manera, el uso de sustancias naturales con
capacidad antimicrobiana, como los aceites
esenciales vegetales, o algunos metabolitos
microblanos representa una extraordinana
oportunidad para inhibir el desamollo de
microorgamismos  indeseables desde el

10 del proceso de manufactura, ya que
se ha observado que es en las primeras etapas
de produccion de quesos en donde se

85



Ao 11, No. 63

presentan los mayores incrementos en las
poblaciones de microorganismos patogenos.
Ya durante el proceso de mamufactura, la
temperatura empleada durante el cuajado.
coccion, desuerado, mohdo, y moldeado
representa una oportumidad para inhibir
bactenas indeseables si se emplean
temperaturas altas, o de incubar las bactenas
presentes si se emplean temperaturas
cercanas a la temperatura ambiente. Altas
concenfraciones iniciales de bactenas
indeseables conducen a concentraciones altas
al final de estas etapas de proceso, nuentras
que altas concentraciones de BAL al micio
del conduce a reduccion en la
poblacion de bactenas indeseables debido al
consecuente descenso del pH y a la mhubicion
competitiva.

Etapas de proceso adicionales empleadas en
algumas vanedades de queso como la
cheddanzacion o el estiranuento de la pasta
reducen adicionalmente las poblaciones de
bactenias indeseables de manera exitosa
Especialmente la etapa de estirado empleada
en la manufactura de quesos de pasta hilada
ha probado ser capaz de reducir las
poblaciones de microorgamsmos indeseables
por debajo de los limites de deteccion cuando
se emplean apropiadas practicas de
produccion.

Fmalmente, el almacenanuento extendido o
maduracion de los quesos ha demostrado
capacidad de reducir las poblaciones de
microorganismos indeseables, especialmente
al emplear temperaturas cercamas a la
temperatura ambiente por peniodos de vanos
meses, y en combinacion con pH y actividad
de agua reducidos.
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Abstract '.l'h.l:-:tud}r armed to evaluaie the efectveness of |_:|H cantral, waler a.d:ivigr {fow ), amd
the addition of lactic acid bacteria (LAB) an the proliferation of Esdherichiz coli in the curd during
the: manufactoring of Chibushus chesse. Milk proved to be an e ent coltoe mediom for E oald,
allowing it to devn:'ln'p af comoeritratiors up b 107 fﬁJ,l'E_ Howrever, the presene of LAR the pH
control, Ao, and u‘ped..:l.l.}r the wse of the Cheddarzation process during the Chibuahua dheese
production proved to be impartant obstacles that inhibited the proliferation of E coli under the
conditions studied. Moreower, mdudng the waler .lrﬁ.'\"i.l.'_gr of the curd as q1.|.i.dr.|}r as 'pu-:.'n.'l:h i
peseried as the most powerful tool to inhibit the development of E coli during the Chihushuaa
cheese-making proess

Keywords water al:l:i:'."i.gl_: lactic culture; Esdeerideia onli; bacterial inhabibion; da.i:r_y Frndud:

1. Intreduction

Consuming milk and dairy products is essential to the diet due to their composition
rich in proteins, fats, lactose, mineral salts, and vitamins, among many other important
nutrients [1]. This abundance of nutrents also offers optimal conditions for the growth of
mitroonganisms, which can be beneficial or harmful to humens. As anexample of benefical
bacteria, lactic acid bacteria (LAB) can be mentioned. These microonganisms ame used in
the food industry as starter cultumes to obtain fermented dairy products [2]. Among the
maost wsed LAB penera are Lacfooocus, Laciobacls, Lewconestoc, Oenococons, and, within
the genus Streplococous, the species Strepfococous Hermophlies [3] On the other hand, there
am microorganisms capable of causing illness in humans through foed consumption, such
as Salmonella, E odli, Listeria, anad Campdobacter [4]. Specifically, E. coll and some of its
strains, such as E. ol O157:H7, ame of great concern to the food industry (and a public health
problem) due to their ability to cause serious diseases such as hemorrhaghc colitis, hemaoby tic
wremic Sy ndrome, and thrombotic thrombooy bopenic purpura [5] Studies conducked in
Canada and the United Stabes have shonwn that B coli ranks second among bacterial
enkeropathogens associated with non-specific diarrhea [6] Recent studies conaducted in
Mexico establinh that aboat 40% of fresh cheese from local retail markets show some degme
of comtamination with £ coll [7].

Chihuahua chesse, also known as Menonita cheese, is 8 raditional Mexican variety of
1 bisgn i 'p-n.idufed. rn.:!m]'l.r im the state of Chikoahues, inthe northem 'Farl'»:‘:rf the country [4].
This cheese has a soft or semi-hand extune obtained by ensymatic coagulation of whilk
milk added with lactic acid bacteria. Once set, curds are cooked, cheddarized, salted,
and pressed, obtaining in thisway their characteristic attributes [9]. 18 38 one of the main
cheeses produced in Northemn Mexico, a variant of y oung Cheddar cheese {(2-1 weeks of
maturation) and was developed by the Mennonite community that settled in the State of
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Chihuahua during the early years of the twentieth century [10]. According to the Mexican
standard, the composition of Chihuahua cheese must include no mone than 45% moisture,
and at least 28% fat and 25% protein [9,11]

As part of the food manufacturing process, it is possible to manipulate some cheese
attributes to inhibit the proliferation of microorganisms. Some of the most important
processing factors include the control of water activity, the concentration of salt or other
inhibitory substances, the oxidation-reduction potential, acidity, and temperature, as well
as the addition of beneficial microonganisms and the modification of the atmosphe e
composition in which they ame stored [12,13]. Several authors have studied modifying
these factors to control the proliferation of E. coll during the manufacturing prooess of
different cheese varieties. Previous studies have determined the effect of adding lactic
cultures, antimicrobial substances, temperature control (during cooking, drainage, and
storage), pH control, and storage conditions. These studies have determined that the
proliferation of E cdi in milk and dairy products during manufacturing processes oocurs
in the early stages of processing, depending on the pH, temperatum, and type of starter
culture employed Typically, once the population reaches high concentrations, it is difficult
to inhibit its continued presence during storage [14-24].

Considerning the mesults of these studies, the importance of inhibiting the proliferation
of E coll in the initial stages of the cheese-making process is evident. For this reason, the
objective of the present study was to evaluase the ability of pH, water activity, and the
presence or absence of lactic acid bacteria to act as obstacles in the proliferation of E coli
during the curdling of milk, which is the first stage in the cheese-making process.

2. Materials and Methods

The study was divided into three stages (Figure 1). The first part of the study char
acterizes the development of E. coll populations in liquid milk. The second part studies
the development of E. cdi throughout the Chihuahua cheese manufacturing process, and
the thind part of the study evaluates the influence of the water activity and pH of milk
curds on the development of E. coll during the early stages of the Chihuahua cheese
manufactuning processes.

S 2

Doy Wik Won

STAGE 1: How a5t does £, coli graw in mik at 30°C
depending on intisl concenmration and LAB?
STAGE 2: Does £, coll survive in Ovhuahua cheese made
] wih LAS sddition and Creadarzation?
e =
X o 2
ey o Sd
- 34 i
0 e bys: !‘ -y
. 2 " ] n > “_“_-“ Wowle MB iy
T 4 10 by A8 0 g LS
STAGE 3: What role do curd pH and water activey
play an the dewelapmant of E. coh?
— b '\‘—5_, \
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== O odtataed
3. Col o Wasdle N A Cabhinbas Crases

Figur 1. Experimental stages of the study.
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During the st part of the shady, the growth of E. coll in liguid milk was charackerized
o evaluake its proliferation under commonly found environmental conditions starting from
four different mitial E ol concentrations. During this stage, the effect of the presence of a
significant amount of LAB on the growth of E. ool in liguid milk was also evaluated

Once E. ooll grewwth in milk was charackerized, a complete manufacturing process
of Chihuahua cheese whem slightly contaminated milk is wsed (100 E. colf cfu/g) was
investigated. This initial £ coll contentration level is something that may be found in
pooely controlled commercial processes, mainky due to post-pasteurization contamination
or defickent pasteurization conditions. The ability of lactic acid bactkeria to control the
development of E. coll was evaluated on this second stage of the study, specifically in
regand to the effectiveness of the cheddarization prooess, a stage when the TAB activity
is promiobed.

;, in the third stage of the study, a factorial experiment was designed toevahiate
the joint effect of water activity and pH on the inhibition of E. coll in milk curds during the
early skeps of the manufachuring prooess in swuch a way that itwas possible to debermine
the individual contribution of each factor on E. toll survival, as well as identifying possible
inferactions bebyeen them.

1. Bacterial Sirains

In the peesent study, the E. coli strain ATOC 25922 and the lactic culbuee B-703 (CHE
HAMNSEN Laboratories, Orsholm, Denmark, containing Ladfococars lechs subap. Lactis and
lacocooous lacks subsp. cremons) wene used.

11 Preparation of E. coli md LAE Inacula

The E. ool strain was activated by adding a small portion of the lrophilized microoe
ganism in LB Broth {Lennox, Sigma-Aldrich, St Lowis, MO, USA), incubating it at 37 *C
for 24 h. Subsequently, an aliquot was sown in a petri dish (LB agar), and after incubation,
a colony was transterred to a flask containing 50 ml of milk [t was then incubated at
37 "C while stirring at 180 rpm for 24 h until a final concentration of 10° cfu/ g was mached,
comesponding to the early stabonary stage of population development. In order o prepare
the LAB inoculum, 5.8 mg of lactic culture B-703 (CHE HANSEN containing Lachoooos
lachis subsp. lackis and Lachocoonis lactis subsp. oremons) was weighed and added to 50 mL of

milk and incubated at I "C with stirring at 180 rpm for 24 h until maching a concentration
of 10° cfu /g,

2.3, Effect of the Initial Concentration o the Growth of E. coli in Milk

Commercial ultra-pasteurized milk was vsed to measune the development of E ool
populations in milk depending om its initial comcentration. Milk samples were inoculated
with four initial concentrations of E coli ATCC 25922 (107, 107, 107, and 10° cfu/g) and
wene incubated at a constant emperatare of 30 C for 30 h Additonally the development
of E. ooll populations was studied in milk previowsly incculated with LAE at an initial
comcentration of 10° ofu/ g to evaluate the inhibitory capacity of LAB over E ooli popul
tations in liquid milke The concentration of E. ooll and LAB in milk, as well as the pH,
wene measured every 3 b This incubation termperatume was selected considering it is close
fo the temperature found in freshly milked non-refrigerated milk and coincides with the
fEemperature wsed at the beginning of cheese manufachuring progesses

24, the Presemce of LA B and Cheddarization on the Swroiog! of E. ooli it
Dlhfuﬁimqfhaﬁe ¥ ¥

Chihuahua cheese was made from pastearized E calf-free milk (63 “C for 30 min).
Afier tempering milk at 30 *C, E. coli was added to obtain an initial concentration of
100 chu/ g Mext, the milk inoculated with E ool was separated into two batches, One
batch wis added with LAB to obtain an initial concentration of 108 chyf g, while the other
was processed without adding LAB as a control e atment From this point, both batches
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wer processed similarly by adding chymosin (CHY-MAX™ M, CHR Hansen, Orsholm,
Denmark]) in a proportion of 002% and resting for 30 min to allow cundling, After this
stage, curd was cut into cubes of approximately 1 cm® and cooked at 38 “C for 30 min. Onee
cooked, the cund was drained and separated once again into two batches: (1) Curd without
cheddarization, which was immediately salted (2% sodium chloride), pressed, vacuwom
packaged in sterile bags, and stored at 4 °C, and {2} Curd subjected to cheddarization,
which was dry incubated at 38 *C for 150 min befone being salted, pressed, and packaged
before storage at 4 "C. E. ool and LAB were quantified in liguid milk at the baginning of the
manufacturing process and in the finished cheese affer ome week of refrigerated storage.

15 Effect of the pH and Water Actinity on the Suroioal of E. coliin Curd

Milk curd conditions were simulated from comme reial ulire- pastewrized milk stan-
dardized to 3 pH levels (7, & and 5) and three water activity levels (10, (0.9, 0B} in a
completely randomized factorial design resulting in nine treatments. Milk acidity was
modified with glucono delta-lactons {&Hma-ﬁ.'ld:ﬂh]_. while water activity was controlked
by the addition of low-heat whole milk powder. The development of E ol was evaluated
every 3 h for 24 h at 30 "C in each of the different treatments. Subsequently, the curd
was stored in refdgeration at 4 C for an extended pericd of four months to evaluate the
survival or esurgence of E. cali under the conditions studied. The study of curds for an
extended period of refrigerated storage was infended to determine whather the studiaed
conditions (pH and Aw) were sufficient by themselves to ensure permanent control of
E. poli. This extended storage pericd does not constitube a processing sep in comventional
Chihuahua chesse manufachuring prooesses.

26, Determination of pH and Aw

The pH measurement in milk, curd, and chesse was carried out using a polentiomeber
(HANNA imstruments HIZ2Z1-0, Woonsocket, RIL USA) following the methodology de-
aeribed in the MOM-F-317-5-1978. Un the other hand, waber activity was et rndned usinig
a standand laboratory water activity meter {Agqual.ab Series 3, Pullman, T, USA)L

27. Bacterial {hamdifi cation

Lactic acid bacteria were counted by the pour plate method using dilutions and
culturing on sterile M7 agar (DIBICC, Cusutitlin Ecalli, México) with incubation in
anaercbiosis for 24 b Likewise, the pour plate me thod for coliform backeria on Vielet Red
Bile Agar (Bioxon, Cd. México, México) with subsequent incubation at 37 “C for 4 hwas
useid bo determine ooliforms [25].

L& Siatistical Amalyss

All experiments were performed in triplicate. The anabysis of variance (ANCVA) was
used b0 identify the maineffects and inferactions. In addition, Tukey's range st was used
to identify significant differences bebween means at a kevel of (p < 0L05). All statistical
analyses wene performed using Minitab 18 Statistical Softwane.

3. Results and [Hscussion
31, Development of E. coli it Milk fram Fowr Different Inttial Concenfrations

Figune I shows the development of E. coll in milk incubated at 30 *C. In all cases, E ooli
showed sustained exponential growth until maching & maximum value of approximately
i lig istationary phase]. The comcentration of the initial E. coll inoculam 'Pla:,ned an essential
roke in defining the fme required to reach the stationary phase being 24, 21, 15, and & b for
treatments 10°, 107, 104, and 10F cfu/ g, mapectively. These mesults confirm that milk is an
exiellent medium for the development and prolifesation of E. coli. Simdlarky, the goowth rate
of E. coll provides a dear scenario of the risk involved in storing unproessed or refrigerated
milk, even when initial contamination levels am very low. Previouws studies describe the
proliferation of several E. ooll strains during the production of cheess made from raw milk
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inoculated with E. cdi (10" and 10° cfu/ g), reporting an inceease in £ oolf counts during
processing of approkimately 3.5 decimal logs and finding significant differnces bebwoen
the straing studied, as well as bebwean the initial £ coll incculum levels studied [22,26]

e

3 6 9 12 15 18 21 24
Time (h)

Figum L Deuel-upumtnEE mﬁinulta—pﬂtm'imedmﬂh:i:mhatﬂd at 30 ™C for 24 h, incoolated
with four initial concentrations of E. cai 107 (%), 10° (), 10% (&), 10F (+) cfu/ g

Figure 3 shows the development of E. ool incubated at 30 “C in milk previously
inoculated with 10° cfu/ g of LAB. Similar to that observed in milk not inoculated with
LAE, all teeatments significantly increased the contentration of E. coll during the first
12 h of incubation, show ing expenential growth. However, after 12 b, an inhibitory eflect
caused by the presence of LAB can be observed, which likely limited the development of
E. coll through pH reduction (Figure 4), competition for nutrients, and synthesis of lactic
acid or some other bacteriostatic substance [15], preventing all teeatments from reaching
the maximum concentration of 10° chu/ g observed in milk without LAB. In the case of
milk added with LAB, the maximum levels of E. coll Prﬁ]ii&rﬁ.lil‘:ln ohbserved wene 105, 106,
1, and 108 chuy g for treatments with initial E. coll comcentrations of 109 10°, 10#, and
10° cfu/ g, mapectively. These observed maximum concentrations of E coli wene further
reduced during the remaining 18 h of monitoring, reaching final values of 10°, 107, 106,
and 10° cfu/ g, respectively, implying an additional reduction of about two logarithmic
cycles caused by the presence of LAB. Although promising, the inhibitory effect of LAB
observed in this study cannot be congidered sufficient from a public health
gince the final concentrations of E. coll ame at considerably high levels in all treatments
despite the observed eduction. Previows studies evaluating the ability of LAB to inhibit
the development of E. ool in liquid milk demonstrate practically null control afer E ool
populations exceed 107 chu/g [Z7]. Inhibitory effects on other pathogens, such as Salmonella
spp., cbserved as a mesult from the pH decrease cawsed by LAB have been previously
reporied, emphasizing that the type of chemical species responsible for acidification may
play a vital roke in defining; the infensity of the observed effect [25]. The mlative abundance
of profonated lackic acid in particulas, rather than pH suppression itself, has been reported
as a critical factor defining the efectivensss of LAB in meducing E ool populations [29].
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Figue 3. Development of E coli in uliba-pasieurized milk inoculated with lactic acd baceria
1I'.‘IE'-|:fu.|"[.-, [} incubated at 30 "C for 30 b, with four initial coneentrations of E. cofi: 107 (4, 10* (),
10% (k) 10F (=) chu/g-

Time (k)

Figure 4 Development of pH in milk at 30 "C for 30 h Milk was inoculated with a lactic colture
{10 cfun/ ) and four initial concentrations of £ ool 107 (#), 10° (8, 10# (&), 10° (=) cfu/g
3.2 Derelopment of E. coli during the Chilneatig Cheese-Minking Process

Figure 5 show s the development of the E. coll population in the different Chihuahua
chesse production processes studied. The initial concentration of E. coll of 10° cfu/g in-
creased rapidly during the cundling, cooking, and draining stages, reaching a max imum
level at the end of the process of 10° chu/ g in the cheese without LAB addition or ched-
darization. A cheesewith this high concentration of E cdli undoubtedly poses a health risk
An increased concentration of E. ool during the cheese manufachuring process, starting
from the draining stage has been previowshy reported, indicating that bacterial cells end

97



Foods 2073, 11, 3751

Tof 11

Log cfu'g

L]

F

i

C
3
A
| .

to multiply and remain trapped in the thee-dimensional casein struchure while whey i3
expelled in the later stages of the process [30). However, it is crucial to nobe that, alLI.'u‘.'lu.gh
this teatment (no LAB addition, no Cheddarization) did not experence a very drastic
change in pH (&.2), given the absence of LAB inoculum, the E. coll population did not reach
levels of 107 cfu /g as would have happened in the case of liquid milk (pH 6.7) after 12 h
of elapsed time (Figum ). This indicabes the presence of a preservation effect inhemnt
t the manufacturing process, possibly related to salt addition and waker activity educ-
ticm [13]. 12 is also important to consider that pasteurized milk (such s the one wed in this
study) has a natural microbiota of nor-pathogenic micronganisms in & concentration in
the order of 107 cfu/ g [31]. The presence of these microorganisms may also have played a
rok: in the observed inhibitory effect, although this effect is probably marginal given their
low concentration.

milk ne cheddarzation with cheddanzation

Figure 5 Concentration of E oli in Chibushoa cheese mannfachoeed without the addibion of Lactic
Agd Bacteria {blue bars) and with addition of lactic an:i.dbmmn}rbmli ooll coneeEntration
was determined on milk Pri-:rtud'ue:maru:.fal:h.n:. on frrdshesd Chihuahua chesse inwhich no
cheddanzaton was condoced, mﬂmﬁnidudﬂﬂmahuad:ﬂﬂutmmbdmuiemphyhﬁ
ﬂ'h:l:'l'ﬂ:l.d.a.rizati-:mpruuzni.nﬂ;mp. 'hnwiﬂlﬂuumenq_::rm":tbthra:mtmﬁﬁmﬂ}'diﬁﬂmt

O the other hand, cheese made without cheddarization but from milk added with
LAB shiwed a less promounced increase in the concentration of E_ coll, maching a maximum
comicentration at the end of the process of 10° ofu /g, which implies a difference of two
logarthmic cycles compared o treatment without LAB addition, and an increase of only
one loganthmic oycle compared to the initial concentration of E. ol in milk. This greater
inhibitory power of cheess inotulabed with LAB can undoubbedly be selated to the pH
decrease (5.5), the synthesis of organic acids, and possibly other backeriostatic substances,
as well as o the competitive inhibition caused by the presence of 2 high LAB concentration
from the beginning of the prooess [32] Previeus studies [33] have demonstrated the
ability of LAB, such as Lactococois Indfis subsp. lechs biovar  diacetylactis, to inhibit
the development of pathogenic microorganisms such as E. ooll and Salmonella axferiidis,
basing its effectivenass on the rapid production of lactic acid, and the consequent rapid
pH decrease.

Finally, the cheddarization process proved to be the most relevant stage of the Chi-
huahua cheese manufachuring process in terms of limiting the development of E. coli.
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Figuume 5 shinws honae the chesse made from milk ineculated with LAB and the one mana-
factured without a.dd:ing LAB bersefit both from an incubation |:-Erj|.'|d at 38 "C for 150 min
after dra.l.ru.ng the curd and betone salting and pressing. The results of this Eh.l.d'l.r demion-
strak how cheddarization generass conditions that promete the proliferation of beneficial
mMiCTOOrEAniSmS, even in cases wheme a lange amount of specific LAB has not been added
at the beginning of the procesa. All cheddarized chesses studied maintained their E ool
population within the original inoculum kevel of 10F cofu/g, showing an effective bacterio-
static effect. Although the treatment with the addition of LAB and cheddarization shows
an apparently lower comentration of E. ooll than the cheddarized treatment without the
addition of LAB, both wene statistically indistinguishable compared to the concentration
of E_ coli in milk at the beginning of the process. As mentioned befom, the pasteurized
milk wsed im this ih.ld‘}r comitaing hmited amounts of LABR, backeria capal:le -:‘:d:burwvn'lﬁ the
pasteurization process, which take advantage of the incubation conditions provided by
cheddarization, miafching the afect obtained with the initial addition of high conentrations
of LAB. Previous studies conducted om raw and pasteuwrized milk artificially contaminated
with different E ool strains during refrigerated storage showed a meduced concentration of
E. coli after the second day of cold storage in non-pasteurized milk, which showed a much
larger populations of LAB and total sercbic plake count than pasteurized milk by that time
of the refrigerabed storage [3]. In additon, cheddarization favors the decrease of Aw and
FH-' baoth critical factors on the inh#dtion of undesirable AT EANESTE. .A:'PH decmasas
balinw 54, the grow th of gas-forming organisms such as coliforms markedly decoeases [35].

3.3, Effect of pH and Water Activity m the Growth of E. coli in Simlated Curds

Figure & shows the development of E. ooll in simulated curds monitoned for 24 hoat
30 "C with different combinations of pH and water activity. Statiztical analysis of the data
revealed a significant effect (p < 005) of water activity and of the mberaction between
pH and waker activity. Water activity proved to be the most relevant factor defining
E. coll grosvth. While simulabed curds adjusted to (L8 water activity show the abiliby to
inhibit E. coli ;.;;:anthwrtl'lm the 2 b studied, cunds with water achl.-'rb.r of 0.9 showed
only bacteriostatic capacity. Finally, curd with water activity of 1.0 allows the growth of
E. coli without any restriction, shinving a behavior similar to that observed in Ligguied milk
(Figure 2. pH control through ghocons delta-lactons addition, on the other hand, does not
seem by cause a relevant effect on the development of E. coli under the conditions studied,
except for the teeatment of waber activity 1.0 and 'PH 5, which shinwad Elﬁmﬁcml:f coli
inhibition capacity, attributable entinely o the low pH emploved. Results similar to thoese
obtained in the present study, suggesting interactions bebween pH and waker activity in
controlling E coli growth, have been reported befons [34].

The follow-up of the E. coli population in the simulated cunds studied during extended
storage at 4 “C (Table 1) revealed that teeatments with a waber activity of (L8 effectively
eradicated the E. coli population presenting “ Undetectable” counts at day 1, £3, and 126
of extended storage, regardless of the pH employed. Treatments with 0.9 water activity,
i the other hand, showed a continuows bactericstatic capacity, presenting counts in the
order of 107 cfu/ g still on day 1 of storage, which were reduced to 107 cfu/ g after 63 days,
reaching kevels of " Nen-Detectable” at 126 days of extended refrigerated storage. Finally,
curds with a water activity of 1.0 maintained high concentrations of E. ool throughout
the extended storage period studied, presenting concentrations of 107, 105, and 10° chu/g
afber 1, 63, and 126 days, respectively. As mentioned bafom, the treatment of water activiky
1.0 and '|:||'I S0 showed a differsnt behavior than other treatments with waker activity 10,
presenting total growth inhibition of E. ooli from day 63 to 126, Previows studies have
repored the survival of £ ooll in variouws cheese vareties forextended storage imes. For
example, Schlesser, Gendes [19] {2006) report survival of E. olf for 60 days in Cheddar
Chesse made with unpasteurized milk, inoculated with a cocktail of fve E. ol strains at
an initial concentration of 105, 107, 10" cfu /g and stored at 7 *C. Something similar was
observed in Cheddar cheese made with raw and pasteurized milk artificially enriched
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with 10°, 10, and 10" chu/g of E colf (157:H7 stored at 15 C. In this case, although
coliform backeria naturally present in raw milk wen complefely inactivated at five weeks
of storage, arfificially inoculated E. odl was able to survive the entire 60-day storage
period, suggpesting that the maturation process alone is not sufficient o ensure complete
inactivation of contaminating pathogens [37]. Finally, a study conducted on Gouda and
Cheddar cheeses made from raw milk contaminated with E. coli 0157HT at a kevel of
approximately 20 cfu/g and stoned at 9 “C showed survival afier 60 days at average levels
of 25 and 5 cfu/ g in Cheddar and Gouda, respectively, observing detectable kvels of E. coli
after selective enrichment for mone than 270 days in both bypes of cheese [30].

]

g g 12 15 18 21 24
T (k)

Figuee & E ooli concentration in simulated curds standardized to thoee pH levels and thres water
al:l:i\".ig.' [fow ) leve s monitored for 24 hoat 50 °C. Red lh'l:lcm‘upaﬂmt:m-:fh;uﬂ,yd]m

limes to Aw 09, and blue bres to fov L0 Roand :.}mh-nl!. TepreEnt p[-[ 7Ar treatmenbs, 'p]-[ .0
freatmenits are epreented by squares, and pH 80 treatments ame represnted by mangles

Table 1. Growth of E ooli (cho g) in stmulated curds. during extended storage at 4 "C

Aw pH Day 1 Day &3 Day 116
g 7 M N[O ND
i) i WD N[ ND
i) 5i) N NI ND
oo 74 200 = W A0 = 107 MDD
L] A L6l = o7 150 = 10¢ ND
oo 54 308 x 1 180 = 10¢ ND
Lo 74 A6 = 1o QL0 = 10° B3 w10
Lo A 430 x 108 290 = 10° 1w 10
L0 5i) 1Lod « 10 NI ND

LY, sl dakercliod.

4. Conclusions

The present study demonstrates that the inoculation of LAB in milk pricr to cheese
manufacthure may be Cﬂpﬂbh of moderakely controlling the development of E. ol pop-
ulations during Chihuahua chesse m.a.nl.lfal.“hnrl.nlq. However, this effect is limibed at its

bast to a backeriostatic efect dependent on the initial concentration of E. coli. By itself,
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LAB incculation can hardly be considered as a satisfactory means to eradicate E. ooli of
cheese completely.

The use of the cheddarization step was shown to be a melevant strategy to deter the
increase of the population of E ooli during the Chihuahua cheese manufactum process,
This cheervation results relev ant as the cheddarzation process is sometimes considensd
only as a texturing step in which the development of casein fibers madifies the physical
structure of cheese, hence disreganding it as a relev ant unit operation from a food safety
point of view. The results of the present study demonstrate that cheddariz ation is capable
of controlling the increase of the E. ol population even when no LAB starters ane added
to milk. Therefore, the cheddarization step becomes an essential step to educe the risk of
E. coli presence in Chihuahua cheeses that are produced in artisanal manufacture processes
that rely exclusively on the presence of native LAB for the development of acidity in the
manufactume process.

Finally, this sthudy demonstrated the importance of reducing the waber activity of curds
as much as possible during the cheese manufacturing process, especially in the early steps
of curdling and cooking, since this parameter turned out to be the most critical in defining
the survival of E coll in Chihuahus cheese.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El manejo de la temperatura empleada en proceso de manufactura de productos lacteos, asi
como las temperaturas medioambientales son muy propicias para el desarrollo de E. coli. Por estos
motivos, resulta de gran relevancia tomar las medidas necesarias para evitar que la leche se
mantenga en este rango de temperaturas por periodos prolongados de tiempo, ya que esto puede
implicar un grave riesgo a la salud del consumidor en pocas horas, aun en el caso de bajos niveles

iniciales de contaminacion por E. coli.

El proceso de manufactura del queso probd ser una estrategia que permite inhibir ain mas el
desarrollo de E. coli, especialmente cuando se emplea la adicion de bacterias acido lacticas y sobre
todo cuando se lleva a cabo la Cheddarizacion de la cuajada. La cheddarizacion genera condiciones
que permiten la proliferacion de microorganismos benéficos, inclusive en aquellos casos en que no
se ha adicionado una gran cantidad de bacterias &cido lacticas especificas al inicio del proceso. La
actividad de agua durante el proceso de manufactura de quesos es el parametro mas significativo

definiendo la sobrevivencia de E. coli.

Es importante sefialar que en este trabajo se evaluaron condiciones extremas de pH y Aw en
cuajada, mismas que no se encuentran en un proceso normal de elaboracién de queso Chihuahua.
Los resultados obtenidos nos indican que entre mas baja sea la Aw y el pH mayor es la inhibicion
de E. coli. Entonces es interesante poder observar en un trabajo futuro cuales son las cantidades de
Aw y pH a las que se puede llegar en un proceso de elaboracion de queso, ya que estos elementos
observados son muy importantes desde el punto de vista de la conservacion del alimento por
inhibicidn de patdgenos, pero, surge la duda de cuéles son los cambios que pueden llegar a provocar

en las caracteristicas sensoriales del queso terminado.
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