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RESUMEN

La microbiota asociada a los quesos artesanales juega un papel fundamental en
el desarrollo de las caracteristicas sensoriales tipicas y en su inocuidad. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la dinamica poblacional de la microbiota
durante el proceso de manufactura artesanal del queso de Poro de Balancéan
(QPB) del estado de Tabasco. Muestras de leche cruda (LC), suero para cuajar
(SPC), cuajada (C), suero de cuajada (SC) y queso (Q), de dos lotes de
produccion del QPB fueron recolectadas y estudiadas. A las muestras, se les
determind su composicién fisicoquimica (humedad, proteina, grasa y acidez
titulable), asi como las cuentas de microorganismos indicadores (mesofilos
aerobios, coliformes totales, hongos y levaduras), bacterias patdgenas
(Salmonella, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus Yy la presencia de su
enterotoxina) y bacterias &cido lacticas (BAL) (Lactobacillus, Lactococcus y
Streptococcus). Para el estudio de la dinamica poblacional de la microbiota, se
realizaron andlisis mediante electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
(DGGE) utilizando iniciadores universales dirigidos a la region V3 del gen 16S
DNAr. Los resultados mostraron que la composicion proximal del queso se
encuentra dentro de lo establecido por la NOM-243-SSA1-2010. A pesar de la
presencia de patdgenos en LC, se observl una sucesion de las poblaciones en
Q probablemente asociada a la accién de BAL (las cuales se encontraron en
altas concentraciones). El andlisis DGGE mostré6 que Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus fueron los
microorganismos mas predominantes durante las manufactura del QPB. No
obstante, otras especies de BAL encontradas pudieran ser importantes en las
caracteristicas finales de este queso. Los resultados de este estudio permitieron
identificar las poblaciones microbianas que conforman el ecosistema QPB y
como los cambios en las poblaciones microbianas son esenciales para el

desarrollo de las caracteristicas finales de este queso.
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Palabras clave: Dinamica poblacional, microbiota, queso de Poro de Balancéan,
PCR-DGGE.
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ABSTRACT

The microbiota associated to artisanal cheese plays a vital role in the
development of their final characteristics and safety. The aim of this study was
to evaluate the population dynamics of the microbiota in the Poro de Balancan
cheese (PBC) in the State of Tabasco during the artisanal manufacturing
process. Raw milk samples (RM) , natural whey starter (NWS), curd (C ), curd’s
whey (WC) and cheese (Ch) of two batches were collected. The physic-
chemical composition (moisture, protein, fat and titratable acidity) of the samples
was determined. Counts of indicator microorganisms (aerobic mesophilic
bacteria, total coliforms, fungi and yeasts) pathogenic bacteria (Salmonella, E.
coli, L. monocytogenes, S. aureus and the presence of its enterotoxin ) and
lactic acid bacteria (LAB) such as Lactobacillus, Lactococcus and Streptococcus
were evaluated in specific medium. To study the population dynamics of the
microbiota, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) analyses were
performed using universal primers to amplify V3 region of the 16S rDNA gene.
The results indicated that the cheese’s proximal composition is within the
allowed parameters established by the Mexican current legislation (NOM-243-
SSA1-2010). In spite of pathogens presence in RM, a succession of population
in Ch was observed, probably associated to the action of BAL (which were found
in high concentrations). DGGE analysis showed that Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus were the most
prevalent microorganisms during the manufacturing of the PBC . However, other
BAL species also found in this study, may be important in the final
characteristics of this cheese. The results of this study allowed the identification

of the microbial populations that make up the QP ecosystem and how changes
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in these populations are essential for the development of the final characteristics

of this cheese.

Keywords: microbiota population dynamics, PCR-DGGE, Poro de
Balancan Cheese.
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1. INTRODUCCION

El queso de Poro de Balancan (QPB) es uno de los tres quesos (Queso Cotija
Regién de Origen y Queso Bola de Ocosingo) que recientemente han sido
protegidos con una marca colectiva e indicacion geografica que regula su
manufactura artesanal en México (Cervantes-Escoto et al., 2008). Existen
registros histéricos de su elaboracion que datan desde hace mas de 50 afios en
el municipio de Balancan, Tabasco, México (Zona de los rios) considerandose
como uno de los mas antiguos en este pais y que a la fecha su proceso

artesanal sigue conservandose.

Los problemas asociados a la inocuidad de este alimento se han
presentado debido a su elaboracién con leche cruda, lo que desobedece a lo
indicado en la normativa mexicana para la elaboracion de este alimento (SSA,
2010). Sin embargo en este queso nunca se han realizado estudios
microbiolégicos a través del proceso de manufactura asi como la tipificacion de
su microbiota nativa, por lo tanto este estudio puede servir para dos propositos;
evaluar las condiciones higiénicas del proceso asi como identificar los
microorganismos que le dan la tipicidad a este alimento. Ademas se podrian
considerar aquellos microorganismos de interés biotecnologico, conociendo la
gran diversidad de microorganismos reportada en la literatura y que han sido
encontrados en quesos artesanales (Coppola et al., 2008, Alegria et al., 2009,
Randazzo et al., 2009, Licitra, 2010).

En ultimas fechas para describir los ecosistemas microbianos complejos,
tales como el queso, es necesario combinar los métodos de cultivo
independiente y microbiologia tradicional y asi sobreponer las limitaciones
presentadas por las técnicas dependientes de cultivo. La electroforesis en gel

con gradiente desnaturalizante (DGGE), basado en la separacion de



secuencias especificas amplificadas de las regiones del gen 16S rRNA, es una
de las técnicas que ha sido aplicada ampliamente en el estudio de la microbiota
de un gran numero de productos lacteos (Randazzo et al., 2002, Ercolini et al.,
2004, Dolci et al., 2010).

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue conocer como esta
conformada la flora enddgena del sistema QPB asi como su dindmica durante
el proceso de fabricacidon y en producto terminado mediante la técnica de
DGGE, una vez conociendo esto se podran abordar aspectos importantes de
seguridad microbiolégica asociada a la microbiota presente en esta matriz para
gue se puedan obtener finalmente quesos de calidad y que cumplan con los
pardmetros sanitarios que las Normas Oficiales Mexicanas indican, a pesar de

su elaboraciéon con leche cruda.



2. ANTECEDENTES

2.1 Quesos Artesanales

Los quesos artesanales son un segmento de productos que usualmente son
hechos a mano y producidos a pequefia escala con atencion particular del
maestro quesero. En afios recientes, ha sido reconocido que este tipo de
quesos constituyen un nicho econémico importante, en el cual los productores

disfrutan de ventaja competitiva (ACS, 2011).

Estos productos tienen una fuerte vinculacion al territorio de origen y por lo
tanto son testimonio de la historia, de la cultura y del estilo de vida de las
comunidades que los produce. Son caracterizados por la intensidad y diferencia
en su sabor, con mucha variabilidad incluso dentro de la misma variedad de
gueso. Lo anterior es debido a una “biodiversidad de factores” tales como: el
medio ambiente; el macro y micro-clima; la alimentacion de los animales; el uso
de leche cruda y su microflora natural, el uso de coagulantes naturales asi
como las herramientas tradicionales usadas durante su manufactura (Bonetta et
al., 2008, Licitra, 2010, Morales et al., 2011).

Los factores previamente mencionados han marcado la pauta para
diversas investigaciones que sin duda comparten un aspecto en comdun, el
estudio del comportamiento de las comunidades microbianas a través de los
procesos de elaboraciéon y maduracién de diversos quesos como un parametro
importante en sus caracteristicas Unicas (Alegria et al., 2009, Casalta et al.,
2009, Dolci et al., 2010). No obstante la calidad sanitaria de dichos productos

no se ha dejado de lado, es asi que este tema ha causado controversia debido



al uso de leche cruda como materia prima para su elaboracion y nuestro pais no
ha sido la excepcion, por lo tanto bastaria revisar si la leche es el principal

factor de riesgo para este tipo de quesos.

Con base en lo anterior algunos estudios indican que el término “hecho
con leche cruda” o “hecho con leche pasteurizada” podria ser insuficiente para
evaluar el riesgo de estos alimentos. De hecho algunos productos elaborados a
partir de leche cruda, especialmente aquellos que en su proceso incluyen una
rapida y alta acidificacion o cocinado de la cuajada, presentan una buena
proteccion frente a los microorganismos patdégenos, mientras algunos productos
lacteos pasteurizados pueden presentar factores de riesgo como es un alto
contenido de agua o multiples etapas en el manejo favoreciendo la
contaminacion post-pasteurizacion. Por lo tanto se deberian de considerar otros
aspectos al momento de evaluar la calidad de los quesos bajo algun proceso
artesanal (De Buyser et al., 2001).

2.2 Panorama General de la Queseria Artesanal en México

En México, el queso se ha elaborado desde tiempos de la Colonia cuando los
conquistadores espafoles trajeron a la Nueva Espafa los primeros rebafios de
cabras y ovejas, y posteriormente ejemplares de ganado criollo. En poco tiempo
se desarrollaron zonas de fuerte actividad ganadera, que posterior mente fueron

vinculadas a la actividad del queso (Cervantes-Escoto et al., 2008).

Actualmente la industria de quesos en nuestro pais estd constituida
principalmente por micro y pequefias empresas destacandose como una de las
agroindustrias de mayor importancia socioeconémica. No obstante en México
solo existe un registro de la produccidon de quesos elaborados con leche
pasteurizada, y a pesar de que la queseria artesanal elabora alrededor del 70%
de los quesos que se consumen en el pais, sus volimenes no estan registrados
(Villegas de Gante y Escoto, 2011).



En nuestro pais, existen alrededor de 40 tipos de quesos de los cuales solo
ocho son procesados de manera industrial y el resto se elabora de manera
artesanal. Estos Ultimos se caracterizan por conservar los métodos operativos y
la utilizacion de escasa tecnhologia en su produccion, el resultado del producto
es en base a la habilidad y la destreza del personal operativo que normalmente
carece de base cientifica (Villegas de Gante y Escoto, 2011).

No obstante, a pesar de que existe una gran diversidad de quesos
artesanales, para la mayoria de la poblacion es desconocida su existencia, su
raiz cultural y la zona geogréfica donde se elaboran. Como ejemplo se pueden
mencionar algunos quesos como: el de Poro, el Bola de Ocosingo, el Cotija, el
Crema Tropical, el Sierra, el Adobera, el de Cincho, el Asadero, el de Guaje, el
de Hoja, el de Morral, el de rueda y el de Aro, que sin lugar a duda el saber-
hacer ha permitido que cada uno adquiera sus propias particularidades, sin
embargo a la fecha solo los tres quesos mexicanos han logrado una distincion
de marca colectiva de referencia geogréfica, tal es el caso del queso de Poro de
Balancan, queso Bola de Ocosingo y queso Cotija Regién de Origen.
(http://www.jornada.unam.mx/2010/02/13/quesos.html).

2.3 Queso de Poro de Balancan

2.3.1 Caracteristicas

El QPB es generalmente fresco o ligeramente maduro; de pasta blanda,
demineralizada y friable, esto debido a la disposicion en capas de la cuajada
durante el moldeado; cuando el queso es fresco al cortarse se pueden observar
laminas apiladas (donde se pueden observar pequefios poros) producidas
durante el prensado. Es elaborado con leche cruda de vaca principalmente de

las cruzas de ganado pardo suizo-cebu. Se presenta en el mercado en piezas
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pequefias, prismatico-rectangulares planas, con un peso que oscila entre 150 g
y 1 kg. Las piezas vienen parafinadas (con parafina transparente) y envueltas
en papel celofan amarillo, bajo el cual luce su etiqueta como se muestra en la

Figura 1 (Cervantes-Escoto et al., 2008).

Figura 1. Queso de Poro de Balancan

2.3.2 Proceso de elaboracion

El proceso de elaboracién consiste en la adicion de suero acido como
coagulante a la leche para posteriormente cortar el gel en bloques, se permite
un reposo de 2-4 horas. El moldeado se efectia disponiendo la cuajada en
moldes de madera, prismatico rectangulares. Ahi la cuajada se autoprensa
sometiéndose posteriormente a reposo de la cuajada por 24 h. Tras el reposo,
la cuajada se dispone en moldes de formacion donde se coloca una prensa
rustica de madera durante los dos dias siguientes, en este tiempo se efectia un
proceso de salado. Al término del prensado el queso se somete a un tiempo de
maduracion parcial en un armario de madera cerrado durante cuatro dias, en este
lapso se efectlia un salado final del queso frotando cada pieza con sal fina, en
sucesivas aplicaciones, durante tres dias. Después de cada frotado, las

unidades se reintroducen en el armario de maduracion.



Finalmente se lleva a cabo un proceso de parafinado sumergiendo las
piezas de queso, previamente lavadas y oreadas, en un bafio de parafina
blanca fundida cuyo objetivo es formar una barrera contra la deshidratacion del
producto y la invasion de mohos. Las piezas de queso, ya parafinadas, se
envuelven en papel celofan amarillo debajo del cual se coloca una etiqueta de
identificacion comercial, se pone a la venta a los pocos dias de producido; sin
embargo, por problemas de distribucidon puede ocurrir que su venta se retarde
varias semanas; durante ese tiempo la pasta del queso continda un proceso de
maduracion, hasta llegar al consumidor (Cervantes-Escoto et al.,, 2008). El
diagrama del proceso de elaboracion del QPB se describe detalladamente en la

Figura 2.
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2.4 Composicion Microbiologica de la Leche para la Elaboracion de

Quesos

La diversidad microbiana de la leche cruda esta conformada por
levaduras, hongos y bacterias que representan un elemento central en el
proceso de elaboracion del queso. Es asi que se han identificado més de
150 especies microbianas con diferentes balances cualitativos y
cuantitativos en términos de especies y cepas que varian entre los

diferentes tipos de leche (Retureau et al., 2010).

Esta microbiota es necesaria para mantener la calidad y la
diversidad sensorial de los quesos artesanales (Delbés-Paus et al., 2012).
Algunas investigaciones han concluido que la microbiota nativa de la leche
cruda es un componente esencial para lograr las caracteristicas mas
completas, agradables y apetecibles en las distintas variedades de quesos
(Mucchetti y Neviani, 2006, Coppola et al., 2008, Alegria et al., 2009). Por
tal motivo muchos productores usan o0 agregan leche cruda
considerandola esencial para alcanzar las caracteristicas organolépticas
deseadas en este tipo de alimento debido principalmente a la protedlisis y
lipdlisis de la microbiota nativa (Little et al., 2008). Ademas durante el
procesamiento y maduracibn de los quesos, estas poblaciones
microbianas interactian entre si y sufren cambios en su composicion
debido a la competencia de nutrientes o espacio en la matriz alimentaria y
solo aquellas poblaciones con mejores capacidades metabdlicas
permaneceran y brindaran las caracteristicas que distinguiran a cada
gueso (Callon et al., 2005, Duthoit et al., 2005).

Asi mismo diversos estudios han sefialado que la microbiota natural
de la leche cruda puede contribuir a la biopreservacién de algunos

alimentos ya que son capaces de inhibir bacterias patogenas como es el
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caso de L. monocytogenes (Imran et al., 2010, Callon et al., 2011), por lo
tanto puede impactar directamente en la calidad final de los productos
lacteos (Retureau et al., 2010). Sin embargo para conocer mas a detalle
como estan constituidos los grupos de microorganismos que predominan
en los quesos algunos autores han dividido a la microbiota en dos grupos
para fines practicos; bacterias acido lacticas iniciadoras (SLAB) y bacterias
acido lacticas no iniciadoras (NSLAB) por sus siglas en inglés, estos
grupos representaran a la flora dominante del ecosistema del queso
(Beresford et al., 2001).

2.4.1 Bacterias Acido Lécticas Iniciadoras (SLAB)

Las SLAB son un grupo muy heterogéneo cuyo rasgo fisiologico mas
caracteristicos es su tolerancia al acido como consecuencia obligada de
su metabolismo, estas bacterias son responsables de la produccién de
acido durante la fabricacion del queso y, por lo tanto, deben ser capaces
de producir acido suficiente para reducir el pH de la leche rapidamente, un
parametro atil es un pH <5,3 en la leche en 6 horas a 30-37 °C
dependiendo de la variedad del queso (Beresford y Williams, 2004).

Las SLAB pueden ser o bien mezclas de cepas definidas o, como
en el caso de muchos quesos fabricados por los métodos tradicionales,
compuestos de mezclas indefinidas de cepas que estan ya sea afiadidos
al comienzo de la fabricacion o estan naturalmente presentes en la leche
con que se fabrica el queso. La mayoria de las bacterias lacticas solo
pueden obtener energia a partir de azlcares y otros compuestos
relacionados. Debido a su limitada capacidad biosintética son muy
exigentes nutricionalmente y requieren factores de crecimiento complejos

como aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Ammor et al., 2005).
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Las principales especies de SLAB incluyen Lactococcus lactis,
Leuconostoc sp., Streptococcus therrnophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y Lb. helveticus pero no
todos ellos se utilizan en todas las variedades de queso. Los dos primeros
organismos se utilizan en la mayoria de las variedades de queso, mientras
que los Ultimos son utilizados en los quesos Emmental, Parmigiano
Reggiano y Mozzarella/pizza, que se calientan a una alta temperatura
durante la fabricacion. En muchos quesos artesanales, especialmente los
producidos en paises Mediterraneos, otras LAB que también se
encuentran incluyen, Lb. casei, Lb. plantarum, Ec. faecalis, Ec faecium,

Lb. salivarius, y especies de Staphylococcus (Beresford y Williams, 2004).

Otros microorganismos igualmente utilizados en la fabricacion de
guesos son por ejemplo, Propionibacterium freudenreichii, Brevibacterium
linens, Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Penicillium
roqueforti y camemberti (Beresford y Williams, 2004). Todas estas
bacterias tienen caracteristicas particulares que en conjunto daran como
resultado cambios estructurales (reologia) y sensoriales (sabor, textura,
aroma, etc) como producto de su metabolismo aumentando el valor
afiadido de la materia prima ademas permitiendo preservar el valor
nutritivo y salubridad de la materia prima, proporcionando un producto
agradable al consumidor y generando un ambiente poco favorable para el
desarrollo de patégenos y otros microorganismos alterantes (Van Hoorde
et al., 2010).

2.4.2 Microbiota Secundaria (NSLAB)

Las NSLAB pertenecen a la microbiota dominante durante el
almacenamiento de los quesos. Estas bacterias toleran el medio ambiente

hostil y junto con las bacterias iniciadoras promueven una serie compleja
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de reacciones bioquimicas que son vitales para el adecuado desarrollo de
sabor y textura durante la maduracion. Se encuentran en bajas
concentraciones inicialmente, sin embargo pueden aumentar sus
concentraciones de cerca de cuatro a cinco 6rdenes de magnitud en

pocos meses (Settanni y Moschetti, 2010)

A pesar de que su presencia en muchas ocasiones es deseable,
algunos productores consideran que es complejo controlar este tipo de
microorganismos debido a que varian entre queseria, pero también entre
quesos producidos en la misma queseria, entre los diferentes dias y entre
los quesos de la misma cuba y por lo tanto pueden repercutir en las
caracteristicas finales. De igual manera en los quesos elaborados de
manera industrial que en su mayoria sigue un patron sumamente
reproducible, la presencia de las NSLAB constituye el Unico factor
importante que aun no ha sido controlado. De esta manera se sugiere que
como resultado de la pasteurizacion las NSLAB proliferan en la leche
superando a la microbiota enddgena, la cual en algunos casos muere y
esto propicia el predominio y/o crecimiento de las NSLAB (Settanni y
Moschetti, 2010).

Muchos autores consideran que esta microbiota juega un papel
importante en las caracteristicas organolépticas de los quesos y de esta
manera se puede considerar que este tipo de microorganismos son una
contaminacion deseable. Este grupo de NSLAB generalmente se compone
de Lactobacillus mesdfilos facultativos y estrictos, como son L. casei, L.
paracasei, L. rhamnosus, L. curvantus, L brevis y L plantarum, aunque
también incluye otros Lactobacillus homofermentativos, Pediococcus,
Micrococcus, Enterococcus y Leuconostoc. Hasta la fecha en todos los
guesos que se han estudiado se ha encontrado al menos un grupo de

estos microorganismos, sobre todo los que pertenecen al grupo de los
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Lactobacillus mesofilos (Crow et al., 2001, Somers et al., 2001, Randazzo
et al., 2008).

A hora bien, la existencia de las NSLAB en el queso es conocida
desde hace algun tiempo, sin embargo su impacto en la calidad final es
producto de investigacion reciente, por lo que su presencia y efecto ha
generado un creciente interés por parte de la industria quesera, no solo
por su influencia en las caracteristicas organolépticas que proporcionan a
los quesos sino también se estan considerando otras caracteristicas
durante el proceso de seleccion, en particular, sus propiedades saludables
(Banks y Williams, 2004, Settanni y Moschetti, 2010).

2.4.2.1 Otros microorganismos asociados a las NSLAB. Ademas de las
NSLAB, es importante sefialar que existen otros microorganismos
asociados a los cultivos secundarios, entre ellos se puede destacar a las
bacterias acido propidnicas (BAP), levaduras y hongos filamentosos; los
cuales de inicio no estdn presentes en la leche pero llegan a ella
procedentes del entorno de procesamiento y juegan un papel importante
durante la maduracion (Callon et al., 2006).

Las BAP aparecen en muchas variedades de quesos al final de la
maduracion. Son las principales responsables de los tipicos ojos de los
guesos suizos, que aparecen como consecuencia de la acumulacién de
gas durante la fermentaciébn de los azucares y lactato a propionato,
acetato, agua y dioxido de carbono. Se dividen en dos grupos, BAP
cutaneas y BAP clasicas. Las BAP clasicas son las mas importantes en la
microbiologia de los quesos, con las siguientes especies: P. freudenreichii,
P. jensenii, P. thoenii, P. acidipropionici y P. cyclohexanicum y P.
coccoides (Vorobjeva, 1999).

13



Las levaduras se encuentran y se utilizan como cultivos secundarios en
muchos quesos gracias a su gran capacidad proteolitica y lipolitica por lo
cual se posicionan como microbiota deseable en los procesos de
maduracion de los quesos, asi mismo promueven el crecimiento de otros
microorganismos (Borelli et al., 2006). En algunos casos se les considera
microbiota detarorativa debido a que promueven algunos defectos como;
excesiva produccion de gas, sabores afrutados, incremento en la acidez,
cambios en la textura y sabores amargos y rancios. No obstante la
significancia de la presencia de las levaduras dependera de la variedad de
gueso, ya que en algunos casos pueden contribuir de una manera positiva
a los procesos de fermentacion y maduracion del queso inhibiendo

microorganismos indeseables (Welthagen y Viljoen, 1998).

Las levaduras estan con frecuencia en la superficie de una amplia
variedad de quesos. Aungque su capacidad de crecimiento es menos
favorable que el de las bacterias su poblacion alcanza 10° a 10® UFC cm?
en la superficie del queso durante los primeros 5 dias y se mantienen en
este nivel a lo largo de la maduracion. En general, su numero en el interior
del queso es 100 o 1000 veces menor (Chamba y Irlinger, 2004). Las
levaduras que con frecuencia se aislan de la superficie de los quesos son,
entre otras, las especies son Debaryomices. hansenii, Yarrowia lipolytica y

Trichosporon. beigelii (Beresford et al., 2001).

En lo que respecta a algunos hongos estos contribuyen de manera
directa a la apariencia de la superficie de los quesos, o en el caso de
algunos como el de pasta azul para la apariencia del cuerpo o en el
interior. El color, longitud y densidad del micelio son criterios muy
importantes en la seleccion del cultivo. Generalmente, las cepas que
muestran color azul y amarillo son usadas en el queso Gorgonzola
mientras las cepas verde oscuras en los quesos Danablue, Bleu des

Causes, Roquefort y Stilton y en el caso de Camembert y Brie su
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presencia se destaca en la superficie y tiene un color blanquesino, de esta
manera su diversidad natural radica en la apariencia de Penicillium (P.

roqueforti y P. camemberti) respectivamente (Beresford et al., 2001).

Las especies de P. roqueforti y P. camemberti son capaces de
utilizar el &cido lactico como fuente de carbono. Por lo tanto, su
crecimiento provoca un incremento en el pH y una consecuente protedlisis
gue ocasiona la suavidad del queso. Su actividad lipolitica varia
ampliamente de acuerdo a la cepa, algunos de los compuestos producidos
mediante sus procesos metabdlicos son metil cetonas y sus
correspondientes alcoholes secundarios, que son producidos por [-
oxidacion de los acidos grasos y contribuyen al sabor de los quesos
madurados con hongos. Por otro lado muchos esteres, aldehidos, aminas
volétiles contribuyen al aroma de estos quesos (Chamba y Irlinger, 2004).

No obstante, al igual que las levaduras algunas especies de hongos
son considerados microorganismos indeseables. Los hongos tienen la
capacidad de producir micotoxinas (metabolitos secundarios toxicos), las
cuales representan un riesgo para la salud, aunque se ha indicado que el
riesgo no es significativo debido a que las toxinas que estan presentes en
los quesos madurados con hongos se encuentran en niveles muy bajos
(Torkar y Vengust, 2008).

2.4.2.2 Bacterias deteriorativas. El queso debido a su naturaleza es rico en
nutrientes, y por lo tanto susceptible a contaminacién por microorganismos
alterantes que pueden afectar su calidad sensorial (Pintado et al., 2010).
Asi la produccion de sabores a malta, rancidez, amargo, fruta y puatrido se
ha asociado a microorganismos psicrétrofos presentes en los quesos.
Algunas especies incluidas en este grupo de bacterias pertenecen a los
géneros Flavobacterium, Micrococcus, Enterobacter, Aeromonas Yy
Alcaligenes. También se ha asociado a algunas especies como
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Pseudomonas, Rahnella y bacterias coliformes que producen protedlisis
parcial de la caseina, decoloraciones, pigmentacion, arrugas, exfoliacion y
sabores desagradables en quesos (Cantoni y Bersani, 2010, Baruzzi et al.,
2012).

Es importante destacar que la contribucion actual de las bacterias
Gram-negativas con respecto del desarrollo de caracteristicas
organolépticas en el queso aun no es clara. Por lo anterior una gran
mayoria de bacterias Gram-negativas en el queso aun son consideradas
como microbiota deteriorativa ya que estas pueden ser responsables de
los defectos de textura y sabor en quesos. Sin embargo, se ha encontrado
gue algunas especies influencian en el desarrollo de ciertas propiedades
organolépticas; por ejemplo se encontré una cepa de Proteus vulgaris que
produce cantidades significativas de compuestos volatiles en quesos
modelo y algunas cepas de Hafnia alvei pueden ser usadas como agentes
de almacenamiento debido a que inhiben a microorganismos como E. coli
durante el almacenamiento controlado de algunos quesos (Delbés-Paus et
al., 2012, Delbés-Paus et al., 2013).

Por otra parte en un estudio realizado por (Larpin-Laborde et al.,
2011) en queso Livarot indicaron que del total de las cepas aisladas en
este trabajo el 32% correspondia a una gran diversidad de bacterias
Gram-negativas. Los géneros que mayormente estuvieron incluidos
fueron, Alcaligenes, Hafnia, Proteus, Pseudomonas, y Psychrobacter.
Independientemente de la procedencia de la leche (cruda o pasteurizada),
los niveles en la biodiversidad no fueron diferentes en las queserias
estudiadas, todas con procedimientos de limpieza eficientes ademas de
contar con buenas préacticas de fabricacion, por lo que se sugiere que su
presencia debe examinarse objetivamente con respecto a la evaluacién de
su papel positivo y negativo ya que al parecer algunas de las bacterias

Gram-negativas identificadas ahora han sido consideradas como
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potencialmente (tiles en algunos procesos tecnologicos para la

elaboracion de quesos (Mounier et al., 2005, Larpin-Laborde et al., 2011).

2.4.2.3 Bacterias patogenas. Las infecciones asociadas al consumo de
quesos Yy productos lacteos representan alrededor del 5% de las
enfermedades provocadas por alimentos en paises industrializados, los
microorganismos patdgenos se han relacionado a dicha contaminacion
algunos factores que favorecen la contaminacion son: las malas practicas
de manufactura durante la elaboracion de dicho alimento, un ordefio
insalubre o bien por contaminacion debido a los operarios (De Buyser et
al., 2001)

En los quesos frescos, las infecciones suelen estar asociadas a
enterobacterias patogenas como Salmonella o E. coli (Vernozy-Rozand et
al., 2005), mientras que en los quesos semicurados o curados los
principales patégenos son S. aureus y L. monocytogenes, aunque su
incidencia es baja, son responsables de las infecciones mas severas que
pueden trasmitir los productos lacteos. Ademas de los patdégenos antes
mencionados también se ha involucrado a otros microorganismos como
Bacillus sp., Brucella sp., Shigella sp y Clostridium botulinum (De Buyser
et al., 2001).

Debido a la incidencia en los casos de infecciones provocados por
productos lacteos contaminados con bacterias patdgenos, algunos
gobiernos como Estados Unidos de Norteamérica y México han prohibido
la produccion y consumo de queso proveniente de leche sin un previo
tratamiento térmico, sin embargo esto lleva consigo la perdida de
microbiota que puede proteger de una manera natural la salubridad de los

guesos (Villegas de Gante y Escoto, 2011).
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2.5 Efecto del Tratamiento Térmico a la Leche Destinada Para la

Elaboracion de Quesos

El principal objetivo de la pasteurizacion de la leche para la manufactura
de quesos es la eliminacion de microorganismos patdgenos que pudieran
estar presentes en la leche con la cual se elaboran. Sin embargo este
tratamiento térmico no solo promueve la reduccion de las poblaciones
microbianas patdgenas o alterantes sino también aquellas que
desempefian un papel importante en la elaboracion del queso. Se ha
comprobado que los tratamientos térmicos como es el caso de la
pasteurizacion induce la eliminacién de una proporcion importante de la
microbiota que puede desarrollarse durante el proceso de maduracion,
ademas se inactivan muchas enzimas nativas de la leche cruda como el
complejo plasmina/plasmindgeno, lipasa o fosfatasa alcalina ademas de
producir una ligera desnaturalizacion de las proteinas séricas y ligeras
modificaciones en la coagulacién y acidificacion producida por bacterias
acido lacticas (Grappin y Beuvier, 1997).

Por lo anterior en diversos estudios se han centrado en estudiar las
diferencias en la microbiota presente bajo diferentes procesos de
elaboracién, artesanal e industrial y han indicado que difieren
considerablemente en la cantidad y variedad de su microbiota, afectada
principalmente por el proceso de pasteurizacion, por otra parte los quesos
elaborados con leche cruda presentan una riqueza y variedad en su
microbiota, la cual no es encontrada en los quesos de leche pasteurizada
(Bonetta et al., 2008).

Otro estudio dirigido por Giraffa en el 2003 indic6 que algunos
microorganismo pertenecientes al género Enterococcus presentan

resistencia a altas temperaturas de calentamiento y por lo tanto son
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abundantes no solo en los quesos de leche cruda sino que pueden
establecerse en aquellos de leche pasteurizada, sin embargo destaca que
se encontré6 una mayor diversidad en las poblaciones de esta especie

Enterococcus en los quesos elaborados con leche cruda.

En cierta medida es importante resaltar que el proceso de
pasteurizacion no garantiza la inocuidad del alimento debido a que existen
otros factores que deben controlarse y que repercutiran ampliamente en el
alimento. La microbiota de cualquier tipo de queso se ve influenciada por
la fuente y el tratamiento de la leche con la cual se elaboré el queso, el
proceso de fabricacidén, las practicas de higiene aplicadas durante el
ordefio, el tipo de fabricacion de queso, y el proceso de maduracion son
aspectos que deben considerarse (Beresford et al., 2001, Martin-Platero et
al., 2009, Arteau et al., 2010).

Para finalizar es importante destacar que en nuestro pais se han
establecido normativas que conllevan a la aplicaciébn de un tratamiento
térmico como la pasteurizacion o de lo contrario tener implementado un
sistema HACCP para su proceso, pero cabe mencionar que en general,
estos sistemas de inocuidad aun no estan desarrollados adecuadamente
en la industria pequefia y mediana con respecto a la queseria en América
Latina, por lo cual se deberia de considerar de inicio la implementacion de
Buenas Practicas de Higiene (BPH) y las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM), que son sin duda condicionantes para la produccion,
manufactura y distribucién de alimentos inocuos y saludables. Lo que esto
significa en la practica es que estos requisitos basicos se deben cumplir
antes, y distinguirse, aunque no separarse, del desarrollo del sistema
HACCP (SSA, 2010)

Por lo tanto, en todo caso para los quesos elaborados a partir de

leche no pasteurizada, es necesario extremar medidas referentes al
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control de la materia prima como principal punto de control critico. La
leche debe ser de alta calidad microbiolégica, carente de microorganismos

patdgenos y ser mantenida en condiciones adecuada de conservacion

2.6 Importancia del Estudio de las Comunidades Microbianas en el

Queso

El estudio de la ecologia microbiana asociada a la los productos lacteos
fermentados es fundamental para comprender sus atributos
caracteristicos. Los cambios que se presentan en las comunidades
microbianas durante las diversas fases de elaboracion de productos
lacteos son particularmente importantes para el logro de una descripcion
satisfactoria de la microflora presente, especialmente en productos tipicos
obtenidos por procesos tradicionales. Por lo tanto, los microorganismos, a
nivel especie y cepa, deben ser objeto de estudio al menos durante las
etapas del procesos de manufactura mas importantes, donde se presentan
ciertas actividades microbianas importantes que conllevan al logro de la
calidad esperada del producto final (Ruiz y Rodarte, 2003, Coppola et al.,
2008).

El conocimiento de la ecologia microbiana del queso, asi como de
otros productos lacteos fermentados pueden beneficiarse enormemente
de las herramientas moleculares teniendo en cuenta que estas técnicas
apoyan la identificacion de especies microbianas y las cepas presentes
durante los procesos de produccion, discriminan y cuantifican
microorganismos viables y activos ya que ademas permiten observar la
expresion de genes funcionales y las actividades metabdlicas que se

esperan durante las etapas de fabricacion de queso (Ndoye et al., 2011)
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2.7 Estudio de la Dinamica Poblacional de la Microbiota del Queso

La dindmica de crecimiento, la supervivencia y la actividad bioquimica de
los microrganismos en los alimentos fermentados son el resultado de
reacciones de estrés en respuesta al cambio de las condiciones fisicas y
quimicas en los microambientes de los alimentos, la capacidad para
colonizar la matriz del alimento y de crecer en un espacio heterogéneo, asi
como las interacciones ecoldgicas in situ célula a célula que a menudo

tienen lugar en una fase sélida (Justé et al., 2008, Randazzo et al., 2009).

En la dltima década, debido al uso de los métodos moleculares, el
conocimiento sobre la diversidad microbiana de los ecosistemas
microbianos ha aumentado draméticamente. Aunque el uso de estas
técnicas se encuentra todavia en desarrollo, su aplicacion ha demostrado
ser una herramienta de gran alcance para determinar la composicién de
las comunidades microbianas y monitorear los cambios en comunidades.
En la actualidad una amplia variedad de enfoques moleculares son
disponibles para estudiar las comunidades de queso. Estas técnicas
pueden ser divididas en: ) técnicas dependientes de cultivo, seguido por
la identificacién fenotipica y molecular (Il) independientes del cultivo

métodos moleculares (Randazzo et al., 2002).

2.7.1 Técnicas dependientes de cultivo e independientes de cultivo

La forma tradicional de determinar la naturaleza de la microbiota presente
en los productos lacteos se basa en técnicas de cultivo dependiente
(Coppola et al.,, 2008). Sin embargo estos meétodos presentan varias

desventajas para determinar sobre todo bacterias que pueden ser
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cultivadas solo si sus necesidades metabdlicas y fisioldgicas pueden ser
reproducidas in vitro, de esta manera solamente identifican y controlan

parcialmente la microbiota presente en la matriz (Nadkarni et al., 2009).

Por otro lado el desarrollo de métodos moleculares para el estudio
de las comunidades microbianas en productos lacteos ha transformado la
ecologia microbiana del queso. Su aplicacion en esta matriz ayuda a dar
una informacién valiosa y concreta sobre las poblaciones microbianas, la
evolucion y la naturaleza de los grupos durante la maduracion del queso
(Bonaiti et al., 2006). La dindmica y la estructura de toda la comunidad
microbiana de queso son un paso hacia la promocién de una mejor
comprension de como las caracteristicas del queso varian con respecto al
crecimiento microbiano y el metabolismo. Por estas razones, la manera de
evaluar la composicion microbiana de los alimentos ha tenido que cambiar

radicalmente (Jany y Barbier, 2008).

Nuevos enfoques moleculares, especialmente aquellos basados en
el uso de rRNA y DNA, han brindado la oportunidad para analizar
comunidades complejas en base a la diversidad de secuencias (Figura 3):
la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) (Muyzer et
al., 1993, Randazzo et al., 2002) y las técnicas relacionadas, electroforesis
en gel con gradiente de temperatura (TGGE) (Cocolin et al., 2000),
electroforesis en gel con gradiente de temperatura temporal (TTGE) (Ogier
et al., 2002), polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
terminal (T-RFLP) (Osborn et al., 2000) y polimorfismo conformacional de
una sola hebra (SSCP), han sido aplicadas en ecologia microbiana para
resolver diferencias hasta de un solo nucledtido en secuencias de
regiones previamente amplificadas del gen 16S rRNA mediante PCR.
Estas técnicas representan métodos rapidos, exactos, fiables y eficaces
para la deteccion e identificacion de los microorganismos presentes en los

productos lacteos asi como en diversas matrices (Jany y Barbier, 2008).
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2.8 Limitaciones de las Técnicas

Es importante reconocer que a pesar de la novedad de estos métodos se debe
tomar en cuenta, sin embargo, que estos métodos tienen limitaciones. Uno de
los factores importantes a la hora de hacer este tipo de analisis sucede al
momento de realizar la extraccion de &cidos nucleicos de las muestras, esto
debido a que existen factores que puede inhibir la amplificacion por PCR, esta
interferencia puede suceder principalmente debido a: interferencia con la lisis
celular, necesaria para la extraccion del DNA, la captura o degradacion de
acidos nucleicos y la inhibicién de la actividad polimerasa para la amplificacion
de la secuencia objetivo. Estos efectos pueden tener implicaciones importantes
en la investigacion clinica y salud publica, especialmente si la investigacion

involucra andlisis de alimentos y medioambiente (Wilson, 1997).

La reaccion de PCR puede introducir errores, ya que pueden ocurrir
amplificaciones preferenciales (debido a la reasociacion del DNA que se usa
como templado y que evita la unién de los cebadores y que puede ser reducida
afadiendo acetamida, glicerol o dimetilsulfoxido a la reaccion de PCR) o a la
formacién de moléculas quiméricas (moléculas de rDNA hibridas que se forman
cuando una molécula de DNA parcialmente elongada sirve como cebador en el
siguiente ciclo de PCR), aunque éstas pueden ser detectadas, por ejemplo con
el programa CHECK_CHIMERA del RDP (The Ribosomal Database Project) por
sus siglas en inglés (Ruiz y Rodarte, 2003). La formaciéon de moléculas
heteroduplex (asociacion de cadenas sencillas de moléculas diferentes de DNA)
durante la amplificacion dificulta la interpretacibn de patrones de DGGE o
TGGE. Esta puede ser reducida utilizando en la reaccién de PCR mayor fuerza
i0nica, concentraciones de cebadores mayores, menores temperaturas de
asociacion y disminuyendo el niamero de ciclos de amplificacion (Muyzer y
Smalla, 1998).
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Solo pueden separarse por DGGE o TGGE fragmentos pequefios, de hasta 500
pares de bases y esto limita las inferencias filogenéticas. Aunque existen
reportes sobre la posibilidad de separar secuencias que difieren en una sola
base, también se ha reportado la dificultad de separar fragmentos que difieren
en 2 0 3 bases (Vallaeys et al., 1997). Otra limitacion de estas técnicas es el
namero maximo de bandas de DNA que puedan separarse, aunque se ha
reportado la deteccién de poblaciones que constituyen el 1% de la comunidad
por PCR-DGGE (Muyzer et al., 1993). Es posible que ocurra la co-migracién de
fragmentos de DNA, que provocaria la subestimacion de la diversidad
microbiana y la dificultad para extraer secuencias para su identificacion o la
sobreestimacién de la diversidad debido a la microheterogeneidad en las
secuencias de algunos genes, que puede ser detectada por el DGGE o TGGE
(Muyzer y Smalla, 1998).

No obstante, a pesar de que se conocen las limitaciones de la técnica
DGGE méas de 2000 trabajos se han reportado utilizando esta técnica, a fin de
conocer la ecologia microbiana de diversos sistemas alimentarios. DGGE sigue
siendo la herramienta poderosa de la microbiologia molecular para conocer la
dindmica poblacional de diversos nichos sin la necesidad de aislar sus

componentes individuales
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3. HIPOTESIS

La dinamica poblacional de la microbiota asociada a su proceso de fabricacion
artesanal del queso de Poro de Balancan permite obtener un alimento con
caracteristicas sanitarias que cumplan con los lineamientos establecidos por la
normativa vigente en México (NOM-243-SSA1-2010).
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar los cambios de las poblaciones microbianas durante el proceso de
fabricacion del queso de Poro de Balancan artesanal y como estos se ven
afectados por las caracteristicas fisicoquimicas de la leche y su composicién

microbiolégica per se.

4.1 Objetivos Especificos

e Determinar la composicion fisicoquimica y microbiolégica de la leche
cruda (LC), suero para cuajar (SPC), cuajada (C), suero de cuajada (SC)
y queso (Q) del proceso de manufactura del queso Poro de Balancan
artesanal.

e Evaluar la microbiota nativa y su dinamica poblacional en las fracciones
de leche cruda (LC), suero para cuajar (SPC), cuajada (C), suero de
cuajada (SC) y queso (Q) mediante técnicas dependientes e

independientes de cultivo del queso Poro de Balancan artesanal.
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5. METODOLOGIA

5.1 Muestreo

Se realizaron dos muestreos en el mes de Septiembre del 2012 y Mayo del
2013 en 6 queserias (identificadas como A, B, C, D, E y F por cuestiones de
confidencialidad) del municipio de Balancan Tabasco, México. Se recolectaron
muestras de leche cruda (LC), suero para cuajar (SPC), cuajada (C), suero de
cuajada (SC) durante el proceso de manufactura y muestras de queso (Q) a los
7 dias de almacenamiento, todo por duplicado. Las muestras recolectadas
fueron colocadas en bolsas estériles, y posteriormente transportadas al
laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos, en Hermosillo,
Sonora, México, a una temperatura de 4 °C para sus posteriores analisis,
excepto las muestras correspondientes a los analisis moleculares, estas se

almacenaron inmediatamente a -20 ° C para posteriormente ser analizadas.

5.2 Andlisis Fisicoquimico

Variables de grasa (método de Babcock), humedad, proteina cruda (Método de
Kjeldahl) y acidez titulable se determinaron por triplicado utilizando Ila
metodologia de la (A.O.A.C., 2002).
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5.3 Andlisis Microbiolégico

5.3.1 Microorganismos Indicadores

Los conteos microbianos de microorganismos indicadores (mesofilos aerobios,
E. coli, coliformes, hongos y levaduras) se realizaron utilizando peliculas
deshidratadas rida®count (R-biopharm, Alemania) para ello se hicieron
diluciones patron que contenian 10 mL de la muestra en 90 mL de NaCl al 8%,
para muestras liquidas, y 10 g de la muestra en 90 mL de NaCl al 8% para
muestras solidas. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas 1:10
partiendo de la dilucion patron. A las placas se les inoculé 1mL de las diluciones
seriadas. Los resultados se expresaron siguiendo los lineamientos de la Norma
Mexicana (SSA, 2010) , Productos y servicios. Leche, férmula lactea, producto
lacteo combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones
sanitarias. Métodos de prueba.

5.3.2 Microorganismos Patégenos

Los microorganismos patdgenos S.aureus y Salmonella spp., se determinaron
mediante sistema de peliculas deshidratadas rida®count (R-biopharm,
Alemania) siguiendo las recomendaciones del proveedor y como se describio
anteriormente. Listeria monocytogenes y la toxina estafilocécica se
determinaron de acuerdo a lo indicado en la Norma Oficial Mexicana NOM-243-
SSA1-2010 (SSA, 2010).
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5.3.3 Bacterias Acido LActicas

Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus, fueron determinados siguiendo la
metodologia propuesta por (Dagdemir y Ozdemir, 2008). Para realizar los
conteos de Lactobacillus se utilizo la técnica de vaciado en placa en agar (Man,
Rogosa y Sharpe) MRS (BD DIFCO™, USA) las placas fueron incubadas en
condiciones de anaerobiosis a 35+2 °C por 48 h. Para el caso de Lactococcus y
Streptococcus se contabilizaron utilizando la técnica de difusion en placa sobre
agar M17 (BD DIFCO™, USA) enriquecido al 5% con una solucion de lactosa al

10%, las placas fueron incubadas a 30 y 42+2 °C por 48 h, respectivamente.

5.4 Extraccion del DNA de las Matrices

Para la extraccion de DNA se homogenizaron 10 g de las muestras de cuajada
en bolsas stomacher de las muestras de cuajada y queso, con 40 mL de
solucién Ringer (Fluka, USA) en un aparto Seward Stomacher® 80 (Biomaster,
USA). Del sobrenadante se tomd 1 mL, se centrifugo a 13,200 rpm por 10 min
para sedimentar las células. En el caso de las muestras de leche y suero, 1 mL
fue directamente centrifugado y el sedimento fue usado para la extraccion de
acidos nucleicos. Después de la centrifugacion el sedimento fue resuspendido
con 120 pL de buffer de proteinasa (50 mM Tris—HCI, 10 mM EDTA pH 7.5,
0.5% dodecilsulfato de sodio [w/vol]), 25 uL de proteinasa K (25 mg/mL, Sigma-
Aldrich, USA) y 50 pL de lisozima (50 mg/mL, Sigma-Aldrich, USA).
Posteriormente se sometioé a un tratamiento térmico por 1 h a 50 °C. La solucién
fue transferida a tubos con rosca de 1.5 mL, conteniendo 0.3 g de perlas de
vidrio con un diametro de 0.5 mm. Después fueron adicionados 150 uL de
breaking buffer (2% Triton X-100 [vol/vol], 1% duodecilsulfato de sodio [w/vol],
100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA pH 8) ademas de 300 pL de
fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico 25:24:1 (pH 6.7, Sigma-Aldrich, USA), los
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tubos fueron sometidos a tres ciclos de 30 segundos en un aparato bead beater
(Mini-Beadbeater; BioSpec 607, VA, USA), los tratamientos fueron a una
velocidad de 4.5 m/s. Posteriormente se agregaron 300 uL de buffer TE (10 mM
Tris, 1 mM EDTA) a los tubos y se centrifugaron a 12 000 xg por 10 minutos. La
fase acuosa se colecto y los acidos nucleicos fueron precipitados por la adicion
de 750 pL de etanol absoluto 99% congelado centrifugandose a 12 000 xg por
10 minutos a 4 °C, se hizo enseguida un lavado breve con etanol al 70% vy el
sedimento de DNA se disolvi6 en 50 pL de agua estéril (Alessandria et al.,
2010).

5.5 Condiciones y Amplificacion por PCR

El DNA total de las muestras de leche cruda (LC), suero para cuajar (SPC),
cuajada (C), suero de cuajada (SC) y queso fue usado como templado para
amplificar la region V3 del gen 16S rRNA de bacterias por PCR utilizando los
iniciadores universales F357 (5'-TACGGGAGGCAGCAG-3) y R518 (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3) Se adicion6 una grapa rica en CG al iniciador
F357 (5"CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGE-T),
para obtener F357-CG (Muyzer et al., 1993).

Las amplificaciones por PCR se realizaron en volumenes de 50 yL que
contenian Buffer PCR 1X, 2.5 mM de MgCl,, 0.25 mM de cada dNTP, 0.2 uM de
cada iniciador, 1 U de Taq polimerasa y 50 ng del DNA.

Para la amplificacion del fragmento de interés de procariotas el templado
de DNA fue desnaturalizado a 94 °C, durante 5 min, y se realiz6 una PCR
touchdown de acuerdo a lo indicado por (Muyzer et al., 1993). El alineamiento
inicial se realiz6 a una temperatura de 66 °C y este fue decreciendo 1 °C cada
ciclo hasta llegar a una temperatura de 56 °C. La extension para cada ciclo fue

llevada a 72 °C por 3 min y una extension final a 72 °C por 10 min en un
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termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf, Alemania). Los productos de
PCR (alicuotas de 20 uL) se verificaron rutinariamente en geles de agarosa al
1.5% (Ercolini et al., 2008).

5.6 Condiciones y Analisis por DGGE

Los productos de PCR fueron analizados mediante DGGE usando el equipo
Dcode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, CA, USA). Los
amplicones de la region V3 fueron analizados en un gel de poliacrilamida al 8 %
en buffer TAE 1X. El experimento consistid en una electroforesis paralela a 60
°C mediante el uso de geles con un contenido de un 30 a 60% de urea-
formamida como gradiente desnaturalizante (100% correspondié a 7 M de urea
y 40% (w vol™) formamida). Los geles fueron corridos por 10 min a 50V,
seguido por 4 h a 200V. Estos fueron tefidos con bromuro de etidio por 3 min,
posteriormente se enjuagaron durante 15 min con agua deionizada y fueron

observados usando un fotodocumentador Gel Doc (Bio-Rad, CA, USA).

5.7 ldentificacion de las Bandas de DGGE por Secuenciacion

Las bandas seleccionadas de DGGE fueron cortadas del gel, transferidas a
tubos de 1.5 mL adicionandoles 50 uL de agua estéril y se incubaron durante la
noche a 4 °C. De cada DNA eluido se tomaron 2 pL y se reamplificaron
utilizando las condiciones descritas anteriormente y verificados mediante
DGGE. Los productos que migraron como bandas individuales junto con su
control fueron amplificados con los iniciadores 357F-GC-M13R-FORWARD (5'-
CAG GAA ACA GCT ATG ACG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC
TAC GGG AGG CAG CAG-3") y 518R-AT-M13F-REVERSE (5'-GTA AAA CGA

32



CGG CCA GTA AAT AAA ATA AAA ATG TAA AAA AAT TAC CGC GGC TGC
TGG-3") (O'Sullivan et al., 2008). Posteriormente se purificaron con un Kit
comercial QIAquick PCR Purification (QIAGEN) para su consecutiva
secuenciacion en un centro de secuenciacion comercial (University of Arizona
Genetics Core [UAGC], AZ, USA).

5.8 Andlisis Estadistico

Para los analisis microbiolégicos se utilizé6 un disefio completamente al azar
donde el factor variable fue la queseria y la variable respuesta fue el
microorganismo, para ello se utilizé el paquete estadistico NCSS version 2007,
y de encontrarse diferencias (p<0.05) entre muestras se realiz6 una prueba de
comparaciéon de medias de Fisher.

Para conocer la identidad de las secuencias obtenidas se hizo un alineamiento

local utilizaron dos herramientas bioinformaticas BLAST y ClustalW.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Andlisis Fisicoquimicos

En lo que respecta a la composicién fisicoquimica del QPB, se evaluaron los
pardmetros de humedad, grasa, proteina y acidez titulable durante su proceso
de elaboracién. En esta investigacion se busco conocer de manera general cual
es la composicién del QPB, mas que encontrar diferencias entre las queserias.
Para esto se evaluaron muestras de leche cruda (LC), suero para cuajar (SPC),
cuajada (C), suero de cuajada (SC) y queso (Q).

Cada componente quimico juega un papel importante en la calidad del
producto final; de hecho en los quesos artesanales elaborados a partir de leche
cruda la calidad en términos fisicoquimicos es crucial para que se alcancen
caracteristicas mas agradables y apetecibles para el consumidor (Beuvier y
Buchin, 2004).

6.1.1 Humedad

En la Tabla 1 se presentan los promedios obtenidos del porcentaje de
humedad. Respecto al porcentaje de humedad de LC se encontréo en lo

parametros adecuados de acuerdo con lo indicado por la NMX-F-700-
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Tabla 1. Composicién promedio y desviacion estandar del % de humedad de las muestras representativas

del proceso de elaboracién del queso de Poro de Balancan.

Contenido de humedad (%)

Queseria LC SPC C SC Q
A 89.35+0.35 94.45+ 0.04 76.72 £ 0.50 94.05 +0.24 35.20+£0.24
B 87.02 £0.00 94.47 +£0.01 80.45+1.16 94.08 £ 0.04 24.39 £ 0.72
C 89.10 £ 0.15 9452 +0.01 79.37 £0.22 94.54 + 0.16 25.79 £ 0.17
D 89.66 + 0.50 95.26 + 0.02 78.36 £ 0.08 93.90 £ 0.02 29.98 £ 0.03
E 88.91+0.11 93.96 + 0.02 78.67 £ 0.64 93.88 £ 0.12 25.97 £ 0.58
F 91.67 £0.29 94.89 + 0.00 77.46 £ 0.56 94.90 £ 0.54 31.42 £0.47

Los resultados representan el promedio + EE de dos lotes muestreados.

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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COFOCALEC-2004 (COFOCALEC, 2004) para todos los productores, los
valores oscilaron entre 87.02 'y 91.67 %

En lo que respecta al porcentaje de humedad en C, se presentaron
valores porcentuales entre 76.72 y 80.45, los cuales se encuentran por encima
de lo reportaado en otros estudios (64.63%) donde también utilizan coagulacion
acida en la elaboracion del queso (Alegria et al., 2009).

La coagulacién acida conlleva a una desmineralizacion de la micela y la
destruccion de la estructura (gel muy fragil) (Lucey, 2011), es asi que en el
proceso del QPB se obtienen geles débiles y con alta humedad, tras el drenado
de suero de la cuajada se pierde una importante cantidad de agua lo que se

vera reflejado en el porcentaje de humedad del queso.

De acuerdo con la literatura, en el queso obtenido por coagulacion acida
se pierden hasta tres terceras partes de humedad que contiene la cuajada
como se observd en este estudio (Dejmek y Walstra, 2004). La NOM-243-
SSA1-2010 indica que el queso no debe contener arriba de 45% de humedad,

por lo que el QPB se encuentra dentro de lo establecido (SSA, 2010).

6.1.2 Proteina

El contenido de proteina en las muestras durante el proceso de elaboracion del
QPB se muestra en la Tabla 2. Para LC se obtuvieron promedios porcentuales
entre 2.97 y 3.5, por lo que se coloca la mayoria de los productores dentro de la
categoria clase A (= 31 clase A) de acuerdo con la NMX-F-700-COFOCALEC-
2004 (COFOCALEC, 2004) posicionandose como de buena calidad.

En cuanto al contenido de proteina en C, los promedios se encontraron
entre 3.68 y 6.77 por debajo a lo reportado (12.07%). en el queso Casin, un
gueso similar al QPB (Alegria et al., 2009). Sin embargo, en Q los valores se
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Tabla 2. Composicién promedio y desviacion estandar del % de proteina de las muestras representativas del proceso de

elaboracion del queso de Poro de Balancéan.

Contenido de proteina (%)

Queseria

A

LC SPC C SC Q
3.42+0.04 0.96 = 0.00 3.68+0.17 0.93 +£0.00 24.76 + 0.66
3.33+0.01 0.86 + 0.00 6.55+0.10 0.98 £ 0.02 26.79 £ 0.56
3.53+0.23 0.90+ .01 6.77 £ 0.08 0.92+£0.03 28.47 +0.25
297 +0.04 0.94 +0.06 4.93 +0.09 0.93 +0.06 25.82 +0.52
3.50 + 0.06 1.04+0.21 4.36 +£0.08 0.83 +0.00 26.87 £ 0.57
3.10 £ 0.02 0.85+0.00 7.24 +0.63 0.88 £ 0.04 24.21 +0.48

Los resultados representan el promedio + EE de dos lotes muestreados
LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).



encontraron dentro de lo indicado por la NOM-243-SSA1-2010 (SSA, 2010) que
establece un 22% minimo de proteina.

Ademas los valores encontrados para proteina en este estudio se encuentran
dentro del rango de lo reportado para otros quesos de alto consumo en México
como el Oaxaca (26.5 a 31.6 %) (De Oca-Flores et al., 2009), Cotija Region de
Origen (30.5 %) (Flores-Magallon et al.,, 2011) y Chihuahua (24.1 a 27.6 %)
(Tunick et al., 2008).

6.1.3 Grasa

El contenido de grasa de la LC se ha establecido en un 3% de acuerdo con la
NMX-F-700-COFOCALEC-2012 (COFOCALEC, 2004). La Tabla 3 muestra los
resultados del contenido de grasa de las muestras colectadas con los diferentes
productores. En conjunto con la proteina, la grasa desempefia un papel muy
importante debido a que estos componentes son utilizados por la microbiota de
la leche cruda. De esta forma, la microbiota por su capacidad proteolitica y
lipolitica desencadenard la produccion de nuevas moléculas que en el queso se
traducira en las caracteristicas sensoriales distintivas de cada variedad de

queso (Beuvier y Buchin, 2004)

En cuanto al porcentaje de grasa en el queso la NOM-243-SSA1-2010
(SSA, 2010) indica un minimo de 25 %, por lo que todos los productores
cumplen con lo indicado. En comparacion con queso Cotija Region de Origen,
los valores encontrados fueron similares (34%) asi como el queso Chihuahua
(30.1 a 34.6)(Tunick et al., 2008, Flores-Magallon et al., 2011).
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Tabla 3. Composicion promedio y desviacion estandar del % de grasa de las muestras obtenidas durante el proceso de
elaboracion del queso de Poro de Balancéan.

Contenido de grasa (%)

Queseria

A

LC SPC C SC Q
2.88£0.15 0.15+0.00 4.13 +0.25 0.10 +£0.00 36.50 + 0.00
3.85 +0.27 0.15+0.00 6.88 £ 0.25 0.10 +£0.00 43.08 + 0.29
2.32+0.04 0.05+0.00 8.46 + 0.05 0.05+0.00 41.67 £0.41
2.98 +0.01 0.10+0.00 7.42 +0.20 0.10 + 0.00 38.83+0.41
2.78 +0.05 0.10+0.00 6.63 +0.25 0.15+0.00 36.75 +1.50
2.88 +0.03 0.10+0.00 7.02+0.03 0.13+0.00 37.79£0.77

Los resultados representan el promedio + EE de dos lotes muestreados.
LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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6.1.4 Acidez titulable

En general, la determinacién de la acidez de la leche es una medida indirecta
de su calidad sanitaria. Este analisis es aplicado de forma habitual a la leche
cruda, como asi también a la leche tratada térmicamente. El primer caso,
reviste particular importancia econdmica, puesto que la tendencia a nivel
mundial es fijar el precio de la compra de leche a los productores por su calidad,
valorando no solo el volumen o masa de leche, sino también la calidad
fisicoquimica y sanitaria de la misma (Alais, 1985). En lo que respecta a la
acidez de la leche cruda, de acuerdo con NMX-F-700-COFOCALEC-2004
(COFOCALEC, 2004), un valor normal de acidez se encuentra entre 1.3y 1.6

g/L, expresado como acido lactico.

Los valores obtenidos en este andlisis se observan en la Tabla 4, s6lo
tres de los productores (A, E y F) se encuentran dentro de los parametros
establecidos NMX-F-700-COFOCALEC-2004 (COFOCALEC, 2004) para LC;
sin embargo, el tiempo prolongado de entrega de la leche por parte de los
productores en las queserias, aunado a las temperaturas de la region (33-35
°C) podrian estar influyendo en este parametro.

En lo que corresponde al SPC, de acuerdo con los productores un suero
adecuado para utilizar como agente coagulante es aquel que tiene entre 50y 70
°D (1° Dornic = 0,1 gr por litro 6 0,01% de acido lactico), que corresponde a los
valores expresados de acido lactico (5.3 a 7.6) de todos los productores, lo cual
indica que hay una estandarizacién en SPC, misma que es muy importante para

las caracteristicas sensoriales del producto final.
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Tabla 4. Composicion promedio y desviacion estandar del contenido de acido lactico de las muestras obtenidas durante
el proceso de elaboracién del queso de Poro de Balancan.

Contenido de acido lactico (%)

Queserias LC (g/L) SPC (g/L) C (g/KQ) SC (g/L) Q (g/KQ)
A 1.59+0.02 7.61+0.64 0.70 £ 0.02 1.49+0.43 0.67 £0.01
B 1.83+0.09 5.37+£0.15 0.71+£0.03 2.61+0.14 0.71+0.01
C 1.72+0.04 7.42 +0.13 0.69 + 0.02 3.44 + 0.07 0.56 £ 0.01
D 1.77 +0.04 6.65 + 0.16 0.70 £ 0.03 2.63+0.80 0.86 £+ 0.01
E 1.58+0.04 6.51+0.11 0.74 £ 0.03 540+0.11 0.84+£0.01
F 1.60+0.05 5.37 £ 0.27 1.92 +0.07 3.51 +0.06 0.72+0.01

Los resultados representan el promedio + EE de dos lotes muestreados.

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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En cuanto al contenido de acidez del queso, los valores se encontraron entre
0.5 y 0.8 g/Kg de acido lactico, en comparacion con otros quesos que
comparten esta caracteristica particular (baja acidez), como es el queso Crema
de Chiapas con valores de acidez (0.26 a 0.64). La baja acidez puede ser
atribuida a la adicion de suero acido (pH 4) como agente coagulante a la leche
al momento de cuajar, esta materia prima contienen bacterias 4cido lacticas que
se caracterizan por la produccion de una alta cantidad de acido lactico al inicio
del proceso de elaboracién del queso (como Lactobacillus y Streptococcus, lo
cual se discute mas adelante), lo cual se puede observar en este estudio,
dichas bacterias durante el almacenamiento del queso influirdn positivamente

en su calidad final (Parente y Cogan, 2004).
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6.2 Analisis Microbioldgico

6.2.1 Microorganismos Indicadores

6.2.1.1 Mesofilos aerobios. En lo que respecta a los conteos de
microorganismos mesofilos aerobios, se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) con respecto a las queserias bajo estudio. Los resultados se muestran

en la Tabla 5.

Los valores para LC se encontraron fuera de especificacién para todos
los productores, tomando como referencia lo establecido por la NMX-F-700-
COFOCALEC-2004 (COFOCALEC, 2004), quien categoriza las diferentes
clases de leche cruda de la siguiente manera: clase 1= 5 Log;o UFC/mL, clase
2= 5.47 Logip UFC/mL, clase 3= 5.77 Logio UFC/mL, clase 4= 6.07 Logio
UFC/mL.

Considerando lo anterior se puede observar que no se cumple con las
especificaciones  establecidas por la NMX-F-700-COFOCALEC-2004
(COFOCALEC, 2004) en ninguno de los productores bajo estudio; sin embargo,
cabe mencionar que esta misma Norma indica que para productores no
tecnificados los valores corresponden a 7 logio UFC/mL, cuyo valor refleja la
situacion real del sector productivo y poniendo en consideracion esto, solo las
queserias D y E no cumplieron con las especificaciones. Los conteos altos de
microorganismos mesofilos pudieran reflejar la deficiencia en la higiene durante
la recoleccion y distribucién de la leche como unos de los factores mas
importantes y que impactara en la calidad final del queso (Torres-Llanez et al.,
2006).
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Tabla 5. Cuenta viable de microorganismos mesoéfilos aerobios asociada a la manufactura del queso de Poro de

Balancan
Cuenta viable (Logi0 UFC/g 0 mL)
Queseria L SPC C SC Q
A 7.28 + 0.085% 4.39 +0.27° 5.50 + 0.33¢ 4.1 +0.38° 4.40 + 0.072
B 7.20 £ 0.115% 35 +0.482 3.89 + 0.142 3.37+£0.87° 3.10+0.2°
C 7.83 + 0.095% 3.66 + 0.752 6.1 +0.03° 3.60 £ 0.19° 4.15.+ 0.572
D 8.20 + 0.165° 3.87 £ 0.452 6.65 + 0.05° 5.99 + 0.72 258 +0.11°
E 8.88 + 0.435° 2.9 +0.62° 5.36 + 0.56° 3.26 + 2.49° 3.37+£0.22°
F 7.08 + 0.235° 3.3 +0.342 4.38 +0.27° 4.60+1.1° 3.31+0.26°

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.
Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).

*LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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En cuanto a los conteos microbianos, en C se encontraron valores similares a
los reportados (5.9 logio UFC/g y 6.42 logio UFC/g) en queso artesanal Cotija
Region de Origen y queso artesanal Casin Denominacion de Origen Protegida
(DOP) respectivamente (Alegria et al., 2009, Flores-Magallon et al., 2011). Sin
embargo, cabe mencionar que aunque las condiciones de produccion difieren
en cada matriz, estos valores proporcionan informacién de referencia para este

trabajo debido a algunas particularidades entre estos quesos.

Por otro lado, en los conteos realizados en Q se encontraron diferencias
significativas (p< 0.05) entre queserias, los valores oscilaron entre 2.58 y 4.4
logi0 UFC/g. Los valores encontrados indican que se presentd un decremento
significativo en este parametro, tomando en cuenta los valores obtenidos de la
materia prima al inicio del proceso de elaboracion. En otros quesos mexicanos,
se han reportado valores de 5.3 logio UFC/g a los 30 dias de almacenamiento
(Flores-Magallon et al., 2011), asi como 7.31y 8.89 logio UFC/g a los 5 dias de
elaboracion (Renye et al., 2008).

2.1.2 Coliformes totales. En lo que respecta a los conteos de bacterias
coliformes totales, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los
productores asi como entre las matrices evaluadas, como lo muestra la Tabla 6.
Cabe sefialar que a pesar de que la NOM-243-SSA1-2010 (SSA, 2010) no
especifica una cuenta para leche cruda, asi como suero y cuajada, sin embargo
los valores encontrados en este estudio para LC fueron similares (7.16) a lo

reportado en otro estudio (Temelli et al., 2006).

Para el SPC (denominado en la literatura como cultivo iniciador natural
(Neviani y Carini, 1994, Coppola et al., 1997, Santarelli et al., 2008) se ha
sefialado que las Enterobacterias como coliformes forman parte de la
microbiota presente en los cultivos iniciadores naturales; sin embargo, no se

encontraron reportes de los conteos para este microorganismo.
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Tabla 6. Cuenta viable de bacterias coliformes totales durante la manufactura del queso de Poro de Balancan

Cuenta viable (Logi0 UFC/g 0 mL)

Queseria LC SPC C SC Q
6.35+ 0.19° 4.06 +0.12° 3.8 +0.30° ND*? 35 +0.2°
5.19 + 0.20? 2.75+0.17° 3.4 +0.23° 3.05+0.15° 2.52 +0.07°
7.48 +0.38° 4.50 + 0.44° 5.41 + 0.41° 3.03+0.30° 3.93 + 0.08°
7.48 +0.38° 5.93 + 0.07° 6.53 + 0.04° 6.53 + 0.04¢ 2.54+0.11°
8.19 + 0.16° ND*? 2.6 +0.03° 2.26+0.12° ND*?
5.50 + 0.19° 2.62 +0.02° 2.4 +0.08° 3.51+0.16° 3.42 +0.14°

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.

Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05)

*ND: No detectado; limite de deteccidn= dilucion patrén.

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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Se ha logrado establecer que algunas bacterias Gram-negativas confieren
caracteristicas organolépticas distintivas a los quesos, dichas bacterias trabajan
durante el reposo de la cuajada de manera antagonista con otras bacterias,
confiriendo cierta proteccion (Coppola et al., 1988, Carraro et al., 2011, Bottari
et al., 2013).

En lo que concierne a los conteos de bacterias coliformes en el Q, solo
tres de las queserias (B, D y E) se encontraron dentro de los valores
establecidos por la NOM-243-SSA1-2010 (SSA, 2010)(<100 UFC/g o mL = 2
logio UFC/mL). Sin embargo, los valores de este estudio se encuentran por
debajo de lo reportado por Alegria et al., (2009) para queso con 7 dias de
elaboracioén (6.13 log;g UFC/g).

6.2.1.3 Hongos y levaduras. Cabe sefalar que en este este trabajo no se
detectd la presencia de hongos durante el proceso de elaboracion del QPB
aunque si de levaduras, los datos obtenidos se presentan en la Tabla 7. Los
productores bajo estudio fueron diferentes (p<0.05) en sus muestras de C, SCy
Q, aungue en LC 5 de las queserias exhibieron valores iguales.

Los conteos se presentaron en el rango de 5 a 6.02 log;,0UFC/mL en lo
que respecta a LC y aunque la normativa vigente (SSA, 2010) no indica un valor
para este microorganismo, los valores estan por encima a lo reportado por
Torres-Llanez et al.,, 2006 (2.5 logip UFC/mL), Alegria et al., 2009, (no
detectado=limite de deteccion 2 logio) Yy (2 logio UFC/mL) (Borelli et al., 2006).

Por lo anterior se puede inferir que los conteos elevados de levaduras en
este estudio pueden ser debidos a que estos microorganismos llegan como
microbiota adventicia del ambiente de las queserias por ejemplo del aire, piso,
paredes, delantales asi como en las manos de los productores (Welthagen y

Viljoen, 1998). No obstante otro factor que puede influir en el caso de la leche
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Tabla 7. Cuenta viable de levaduras asociada a la manufactura del queso de Poro de Balancan

Cuenta viable (Logio UFC/g 0 mL)

Queseria

A

F

LC

5.79 + 0.04*

5.59 + 0.04%

5.75 + 0.04%

5.37 £ 0.43?%

6.02 + 0.08°

5.00 + 0.40%

SPC

5.8 +0.09%

5.67 +0.23°

5.89 +0.11%

5.94+0.13%

5.94+0.13%

5.67 £ 0.27°

C

5.21 +0.03?%

5.96 + 0.26°

6.16 + 0.10°

6.28 + 0.13°

4.37 +0.16°

5.88 + 0.15°

SC

5.59 + 0.04°

3.45+0.34%

5.12 +0°

5.38 + 0.52°

4.14 +0.02%

5.15 + 0.47"°

Q

5.45 + 0.06°

4.99 + 0.09°

6.26 + 0.12¢

5.62 + 0.02°

3.8 +0.37%

4.92 +0.04°

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.
Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).

*LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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para la elaboraciéon del QPB son los tiempos prolongados de entrega de la
leche en las queserias ya que una vez ordeflada permanece hasta 3 horas en
ausencia de cadena de frio lo que propicia el crecimiento de algunos

microorganismos.

Respecto al SPC, no se encontraron diferencias (p<0.05) entre
productores presentando valores de 5 logio UFC/mL, aunque en otros estudios
se han reportado valores inferiores de 3.8 logio UFC/mL (Borelli et al., 2006), lo
encontrado en este estudio es muy importante ya que la estandarizacion del
SPC como un cultivo iniciador podria ser parte crucial en la microbiota que se le
otorga a la leche al momento de la cuajada. Es importante resaltar que en
muchas ocasiones de este cultivo iniciador dependeran muchas de las
caracteristicas sensoriales del queso asi como su tipicidad, y mas aun como un
parametro importante para la busqueda de la DOP de este alimento (Mauriello
et al., 2003, Ercolini et al., 2008, Santarelli et al., 2008).

En relacion a los conteos de levaduras en C, los valores encontrados en
este estudio corresponden con los reportados por Flores-Magallon et al., (2011)
(5.0 logio UFC/g) y cercanos (4.8 logio UFC/g) a lo reportado por Dolci et al.,
(2010).

Los resultados obtenidos en los conteos de levaduras en Q se
encontraron diferencias (p<0.05) entre productores, los conteos se presentaron
en un intervalo de 3.8 a 6.5 logip UFC/g por lo que sobrepasan el limite maximo
permitido por la NOM-243-SSA1-2010 (SSA, 2010)(500 UFC/g= 2.7 logio
UFC/g). Al respecto se ha descrito que en algunos tipos de quesos no es raro
encontrar conteos elevados de levaduras, sobre todo considerandose al papel
positivo que desempefian durante el proceso de fermentacion y maduracion del
gueso (Fleet, 1990),
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Se ha documentado que durante el proceso de maduracién, las levaduras
participan junto con otros microorganismos y contribuyen a los cambios de
textura y biosintesis de compuestos aromaticos (Welthagen y Viljoen, 1999).
Debido a caracteristicas propias de las levaduras, como su alta actividad
proteolitica y lipolitica desempefian un papel importante en la formacién de
precursores del aroma tales como aminodcidos, acidos grasos y ésteres.
Ademas pueden inhibir microorganismos no deseados y sintetizan factores de
crecimiento como las vitaminas B, &cido pantoténico, niacina, riboflavina y
biotina (Jakobsen y Narvhus, 1996) (Ferreira y Viljoen, 2003). Por todo esto el
estudio de su papel especifico en el QPB podria ser objeto de investigaciones

subsecuentes.

6.2.2 Microorganismos Patégenos

6.2.2.1 E. coli. La incidencia de E. coli a través del proceso de manufactura del
QPB se presenta en la Tabla 8. Se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre productores para este parametro, asi mismo se observé una

disminucién presumiblemente significativa al final del proceso.

Los valores obtenidos para LC presentaron conteos elevados para todos
los productores, los cuales oscilando entre 2.28 y 5.83 log;o UFC/mL. Cabe
sefalar que la NOM-243-SSA1-2010 (SSA, 2010) no establece parametros para
este microorganismo en leche cruda. Sin embargo no debe de omitirse su
incidencia en leche y productos lacteos y las implicaciones que tiene en la salud
debido a que su presencia en productos lacteos ha ocasionado infecciones por

brotes asociados a este microorganismo (De Buyser et al., 2001).

Algunos de los factores asociados a la contaminacion por este
microorganismo son; heces de ganado infectado, por contacto de la leche con
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Tabla 8. Cuenta viable de E. coli asociada a la manufactura del queso de Poro de Balancéan.

Cuenta viable (Logio UFC/g 0 mL)

Queseria

A

F

6.16 + 0.03¢

3.03 £0.15%

5.83 + 0.25¢

5.22 + 0.04°

4.93 +0.24°

2.84 +0.06%

SPC

3.83+0.02°

1.83 +0.35"

ND*¢

ND*¢

ND*¢

ND*¢

C

3.5 +0.01°

3.06 +0.12°

2.56 + 0.14°

3.54 +0.24°

2.35+0.13%

2.13+0.09%

SC

ND*

ND*

1.96 £+ 0.16%

ND*

ND*

2.33+0.10°

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.

Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05)
*ND: No detectado; limite de deteccidn= dilucion patron.

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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superficies contaminadas en la granja asi como la falta de buenas préacticas por
parte de los productores lo cual coadyuva a la susceptibilidad de
contaminaciones (Van Kessel et al., 2004, Bianchi et al., 2013).

En cuanto a los conteos de E. coli en SPC se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) entre las queserias estudiadas. Para las queserias C, D,
E, y F no se detecto la presencia de E. coli con la metodologia utilizada en este
estudio, lo cual esta en concordancia con lo ya reportado en previos estudios
(Carraro et al., 2011). Por otro lado los conteos obtenidos de muestras de C
presentaron valores de 2.23 a 3.5 logio UFC/Q), los cuales estan por debajo de
lo obtenido por Alegria et al., (2009) y en concordancia con lo descrito por Dolci
et al., (2010).

En investigaciones previamente reportadas se ha indicado que el
incremento en los conteos de E. coli en la cuajada durante el proceso de
elaboracion del queso, es en parte, debido a la retencién fisica de
microorganismos en el coagulo y su multiplicacion durante la coagulacién. Este
incremento en las cuentas microbianas es acompafiado de una disminucion en
el pH debido a la actividad de las BAL, afectando probablemente a

microorganismos como E. coli (Torres-Llanez et al., 2006).

A pesar de que E. coli es uno de los microorganismos de mayor
incidencia en quesos no madurados y elaborados a partir de leche cruda en
nuestro pais (Torres-Vitela et al., 2012), en este estudio no fue detectada para
ninguno de los quesos de los productores estudiados, lo cual puede deberse a
la generacion de sustancias antimicrobianas producidas por algunas BAL, como
acido lactico y otros acidos de cadena corta, metabolitos como peréxido de
hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas, las cuales actuan inhibiendo a este
patogeno (Stiles, 1996, Zacharof y Lovitt, 2012).
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6.2.2.2. S. aureus. En cuanto a la incidencia S. aureus, cabe mencionar que en
todos los muestreos durante el proceso de produccion del QPB se encontrd
presente, asi mismo se encontraron diferencias significativas (p<0.05) para

todos las queserias como se puede observar en la Tabla 9.

S aureus es uno de los microorganismos mas comunes, causante de
enfermedades transmitidas por alimentos en el mundo (Hennekinne et al.,
2012). El envenenamiento por alimentos con Staphylococcus ha sido atribuido
al consumo de leche y productos lacteos contaminados con la toxina producida
por esta microorganismo, especialmente quesos elaborados con leche cruda y
una higiene pobre, resultando en un ambiente propicio para el incremento en el
namero de células de S. aureus y posterior produccién de toxina estafilocécica,

desencadenando los cuadros de intoxicacion estafilococica (Can y Celik, 2012).

En los conteos de S. aureus para LC se presentaron diferencias
significativas (p<0.05) entre queserias, los valores oscilaron en un rango de
3.52 a 5.65 logio UFC/mL, lo cual esta por encima de lo establecido por la NOM-
243-SSA1-2010 (SSA, 2010) cuyo valor es de <10 UFC/mL = 1 log;0 UFC/mL
aun para leche pasteurizada. Los valores encontrados en este estudio se
relacionan con lo indicado por Temelli et al., 2006 (5.82 logip UFC/mL en LC).
Este patdgeno es frecuentemente encontrado en los tanques de leche debido a
gue esta contenido en la leche proveniente de vacas con mastitis clinica o
subclinica, los niveles pueden estar por encima de 8 logiy UFC/mL™ lo cual
pudiera ser el factor principal en el caso del QPB (Oliver et al., 2005, Callon et
al., 2008).

En lo que corresponde a los conteos en SPC de este microorganismo se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre queserias. Los valores
encontrados en el presente estudio oscilaron desde 2.27 hasta 6.12 logio
UFC/mL. En la literatura se indica, que algunas especies de Staphylococcus

son normalmente encontradas en los cultivos iniciadores utilizados para la
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Tabla 9. Cuenta viable de S. aureus asociada a la manufactura del queso de Poro de Balancén.

Cuenta viable (Logio UFC/g 0 mL)

Queseria

A

F

LC

5.11 + 0.28°

45 +0.23°

5.65 +0.25°

5.34 +0.23°

5.54 + 0.22°

3.52+0.17%

SPC

5.05 + 0.32°

4.27 +0.33°

3.27 +0.14°

6.12+0.17°

5.2 + 0.20¢

2.27 £0.12*

C

3.28+0.27*

3.19+0.21%

4.6 +0.28°

5.76 + 0.13°

4.66 + 0.05°

4.38 + 0.26°

SC

3.62 £ 0.04%

2.73+0.03°

2.46 + 0.06°

3.71+0.21*

3.69 + 0.22°

2.62 +0.25°

Q

5.46 + 0.45°

2.46 + 0.08%

3.65+0.19°

2.78 + 0.06"

3.4 +0.25°

4.44 + 0.15°

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.

Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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elaboracion de quesos artesanales, principalmente en aquellos producidos en
ciudades mediterraneas, sin embargo, es importante mencionar que este
microorganismo tiene la capacidad de producir enterotoxinas las cuales pueden
causar enfermedades e infecciones nosocomiales, por lo tanto es importante

descartar su presencia en los alimentos (Irlinger, 2008).

En cuanto a los conteos correspondientes a C se hallaron diferencias
significativas (p<0.05) entre queserias, los conteos se presentaron entre 3.19 y
5.76 logip UFC/mL correspondiendo a lo encontrado por Alegria et al., 2009
(5.27 logio UFC/mL) sin embargo cabe sefalar que el valor corresponde a la
cuenta total de Staphylococcus ya que la especie S. aureus no se detectd. Uno
de los factores que posiblemente influya en los conteos elevados de S. aureus
es la manipulacién de la cuajada por parte del quesero al ser transferida a
moldes ya que se ha indicado que este microorganismo se encuentra distribuido

en piel y mucosas del ser humano.

En lo que respecta a las cuentas en Q se encontraron diferencias
(p<0.05) entre queserias, los valores en este parametro oscilaron entre 2.46 y
5.46 logio UFC/g. Cabe sefialar que ninguno de los productores cumple con las
especificaciones que indica la NOM-243-SSA1-2010 (SSA, 2010) (=100
UFC/mL = 2 log;o UFC/mL) sin embargo coinciden con los valores reportados
por Dolci et al., (2010).

En algunas investigaciones se ha indicado que existen mecanismos de
inhibicion por parte de la vaca frente a este patdgeno, una de las hipotesis mas
aceptadas es la produccion de peréxido de hidrégeno (H,0O;) producido por BAL
como Lactobacillus. En las vacas estos microorganismos son uno de los
principales componentes del ecosistema vaginal de las vacas, y la inhibicion de
S. aureus se ha demostrado in vitro. Se cree también, que la accién inhibidora
de H,O, podria resultar de la acciébn de peroxidasas en conjunto con
compuestos halogenados (cloruro y bromuro) que generen especies reactivas
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de oxigeno y son altamente toxicos para ciertos patégenos (Charlier et al.,
2009).

En lo que respecta a los conteos de S. aureus encontrados en Q se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre queserias. Los valores
reflejan conteos elevados para este microorganismo de 2.46 a 5.46 logio
UFC/mL. Lo que concuerda con que S. aureus es uno de los microorganismos

gue habitualmente es encontrado en ambientes lacteos, incluido el queso.

En un estudio realizado por (Jakobsen et al., 2011) se encontrd la
presencia de S. aureus en un 80.8% de las muestras de queso Fresco
elaborado con leche cruda, no obstante este porcentaje de incidencia disminuyo
a través del almacenamiento durante 30 dias a 24.6%, lo cual indica que hubo
una disminucion de méas del 80% debido al almacenamiento. En el caso del
QPB seria pertinente hacer estudios sobre la incidencia de este patégeno a
través de tiempos de almacenamiento mas prolongados debido a que
ocasionalmente este queso sufre una maduracién involuntaria de por lo menos
30 dias ya que es un producto regional y en ocasiones se presentan problemas

en su distribucion.

6.2.2.3 Enterotoxina estafilocécica. Al respecto de los resultados encontrados
sobre la incidencia de enterotoxina estafilococica, se encuentran en la Tabla 10.
Cabe resaltar, que solo en una de las queserias (B) se detectd la presencia de
esta enterotoxina durante esta investigacion. En lo que compete a las queserias
A, C, D, Ey F no se encontr6 presencia de enterotoxina estafilocdcica. Lo
anterior podria deberse a la distribucion de la variacion genética de las cepas

de S. aureus que existen entre la diversidad de las queserias.

Las enterotoxinas estafilocdcicas (SES) por sus siglas en inglés, son una
variedad de proteinas extracelulares que produce S. aureus, incluyendo las

causantes de intoxicaciones alimentarias. Estas moléculas son sintetizadas por
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el microorganismo durante su crecimiento en alimentos y se han identificado
cinco como las mas comunes en la intoxicacién de alimentos (SEA-SED). Las
SEA y SED se producen durante la fase logaritmica del microorganismo, mas
aun, a la fecha se han identificado 23 enterotoxinas diferentes producidas por S.
aureus siendo la glandula mamaria de los bovinos el principal reservorio de

cepas de S. aureus enterotoxigenicas (Can y Celik, 2012, Podkowik et al., 2013)
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Tabla 10. Enterotoxina estafilococica asociada a la manufactura de queso de Poro de Balancan a los 7 dias de

almacenamiento.

Queseria
Muestreo A B C C E F
M1 ) Q) ) Q) ) )
M2 ) (+) ) ) Q) )

Los resultados corresponden a 2 lotes muestreados

58



6.2.2.4 Listeria monocytogenes. En lo que corresponde a la presencia de
Listeria monocytogenes en el QPB tras 7 dias de elaboracion, no se encontro
Su presencia en ninguna de las queserias estudiadas, Tabla 11. Cabe destacar
gue se los resultados obtenidos en este trabajo son favorables ya que este
microorganismo tiene cero tolerancia NOM-243-SSA1-2010 (SSA, 2010) debido

a las implicaciones que tiene en la salud humana.

La mayoria de los brotes relacionados con Listeria monocytogenes se
han producido en poblaciones hispanas, acostumbradas a comer quesos
artesanales (Torres-Vitela et al., 2012). Los alimentos listos para el consumo,
carnicos, lacteos, mariscos, frutas y vegetales se han considerado como la

principal fuente de infeccion (Kramarenko et al., 2013).

Listeria monocytogenes tienen la capacidad de adherirse y colonizar
superficies inertes que estan en contacto con los alimentos asi mismo adquiere
resistencia adaptativa a factores adversos como: estrés osmotico, un amplio
rango de temperaturas, acidez, desinfectantes, esto en tiempos cortos de 3 a 5
dias por lo cual se han buscado diversas alternativas para su inhibicion (Mariani
et al., 2011).

Para contrarrestar esta problematica algunos autores han reportado que
existen algunas BAL que a través de diversos mecanismos impiden el
establecimiento y crecimiento de Listeria en superficies. Dichos mecanismos
involucran la produccion de agentes antimicrobianos como el acido lactico,
bacteriocinas y competencia por nutrientes. (Licitra et al., 2007, Lortal et al.,
2009, Didienne et al., 2012).
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Tabla 11. Listeria monocytogenes asociada a la manufactura de queso de Poro de Balancan a los 7 dias de
almacenamiento.

Queseria
Muestreo A B C D E F
M1 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
M2 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

Los resultados de presencia/ausencia corresponden a 25 g o mL de la muestra analizada.
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En quesos mexicanos se ha mostrado la evidencia de la inhibicibn de este
patdgeno por BAL, especialmente cepas de Enterococcus faecium. aislados de
queso Panela, Fresco y Chihuahua Menonita (Alvarado et al., 2005, Renye et
al., 2009). Por lo cual se podria inferir que probablemente a algunas BAL estan

ejerciendo alguno de los mecanismos mencionados en el QPB.

6.2.2.5 Salmonella. En lo que corresponde a Salmonella, en el presente estudio
se evaluo su presencia durante el proceso de elaboracion del QPB. Se observo
una alta incidencia de este patdgeno desde la materia prima, no obstante un
aspecto importante es la usencia de Salmonella en Q como se puede observar
en la Tabla 12.

En lo que correspondio a LC se observé la presencia de Salmonella en
las queserias A, B, y E. De acuerdo con la literatura se ha descrito que en leche
y productos lacteos pasteurizados este patdgeno se presenta con una alta
incidencia, lo cual esta en concordancia con lo encontrado en esta investigacion
(De Buyser et al., 2001).

Al mismo tiempo la presencia de Salmonella en el SPC fue frecuente en todas
las queserias a pesar de la alta acidez y pH (pH= 4) presentada. Algunos
autores han descrito que Salmonella resiste a pH normalmente letales de 3.0 o
2.5 y se ha indicado que este patdgeno cuenta con mecanismos de resistencia
y tolerancia a acidos, estos mecanismos estan mediados por sefiales
incluyendo la temperatura, el pH y osmolaridad, de esta manera, en respuesta
al estrés se expresan genes que le permiten sobrevivir. Aunque el caracter
especifico de la resistencia dependera de cada cepa (Shen y Fang, 2012,
Spector y Kenyon, 2012, Lianou y Koutsoumanis, 2013).Lo anterior responde a

la persistencia de este microorganismo en el SPC del QPB.
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Tabla 12. Salmonella asociada a la manufactura de queso de Poro de Balancan.

Qr#t?jsetrrisoy LC SPC C sC Q
M1 Presente Presente Presente Presente Ausente
A M2 Presente Presente Presente Presente Ausente
M1 Presente Presente Presente Presente Ausente
B M2 Presente Presente Presente Presente Ausente
M1 Ausente Presente Presente Presente Ausente
c M2 Ausente Presente Presente Presente Ausente
M1 Ausente Presente Presente Presente Ausente
b M2 Ausente Presente Presente Presente Ausente
M1 Presente Ausente Ausente Presente Ausente
E M2 Presente Ausente Ausente Presente Ausente
M1 Ausente Presente Ausente Ausente Ausente
F M2 Ausente Presente Ausente Ausente Ausente

Los resultados corresponden a 2 lotes muestreados
LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento)
Los resultados de presencia/ausencia corresponden a 25 g o mL de la muestra analizada.
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En lo que corresponde a C y SC Salmonella se present6é en la mayoria de los
productores, lo cual puede ser atribuido a que algunas celulas pueden quedar
atrapadas en el gel de caseina (Dimitrellou et al., 2009). Al mismo tiempo en SC
siguen permaneciendo y logran resistir los cambios de pH ya que el SC
obtenido del proceso del QPB permanece 24h sin refrigeracién con el fin de que
se acidifiqgue y pueda ser utilizado para cuajar en la produccién del dia siguiente
y Salmonella sigue persistiendo.

En lo que corresponde a la presencia de Salmonella en Q, no se
encontré presencia en ninguno de los productores, por lo cual podrian existir
algunos mecanismos de inhibicibn de este patdégeno como la presencia de
biofilms de BAL. Estudios cientificos han evidenciado el uso de biofilms para el
biocontrol de patdgenos. Dichos biofilms son matrices viscosas compuestas de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que forman de manera natural los
microorganismos debido a su capacidad de adhesién y multiplicacion (Simdes
et al., 2010). Este material se forma algunas veces en las superficies de madera
donde el queso pasa algun proceso de maduracién o almacenamiento, y es
aqui donde ocurre la interaccién de BAL y patdogenos. Como ejemplo, se han
encontrado algunas BAL como S. thermophilus, L. lactis, y L. delbrueckii
subsp.lactis en tinas de madera utilizadas en la elaboracién de queso Ragusano
DOP (Licitra et al., 2007) y se ha observado la ausencia total de Salmonella,
Listeria monocytogenes, E. coliO157:H7, lo cual ha sido atribuido a dicha

interaccion de poblaciones microbianas (Lortal et al., 2009)

En el proceso del QPB pudiera estar influyendo de manera positiva el
uso de utensilios de madera, como moldes para el drenado de la cuajada,
moldes de formacion del queso, los estantes de madera donde se almacena el
gueso, y se podria estar formando un ambiente propicio para este tipo de
interacciones. Sin embargo bastaria hacer el analisis en futuras investigaciones

para confirmar o descartar esta conclusion.
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6.2.3 Bacterias acido lacticas (BAL)

6.2.3.1 Lactococcus. En lo que respecta al género Lactococcus se encontré su
presencia durante todo el proceso de elaboracion del QPB, se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre productores como se observa en la
Tabla 13. Los valores encontrados en LC fueron de 5.79 y 8.15 logio UFC/mL,
lo cual esta en concordancia con otros estudios (Alegria et al., 2009, Fuka et al.,
2010). Lactococcus se ha caracterizado como flora dominante en la leche y un
constituyente durante todo el proceso de elaboracion de algunos quesos como
se observo en el estudio de Dolci et al. (2010).

En el SPC este grupo de bacterias es poco frecuente, sin embargo en
este estudio los valores encontrados fueron de 3.85 a 6.27 log;o UFC/mL. En
cuanto a los conteos en C se encontraron entre 5.53 y 9.93 log,o UFC/g, lo cual
concuerda con lo reportado por Alegria et al., (2009) y Dolci et al., (2010). Con
respecto a los valores en Q se presentaron en un rango de 5.16 a 6.89 logio
UFCl/g, lo cual se encuentra por debajo a lo reportado en queso Fresco a los 10

dias de almacenamiento 7.42 logio UFC/g (Torres-Llanez et al., 2006).

El género Lactococcus es uno de los mas estudiados debido a su
presencia inherente en los lacteos. Su principal funcién en la fermentacién de
lacteos es la acidificacion, contribuye a la textura por la produccion de
exopolisacaridos y al sabor por la produccion de compuestos aromaticos
(alcoholes, cetonas y aldehidos). Ademas, son usados como biopreservantes
de alimentos por la produccion de bacteriocinas y su uso como probiético
también ha sido considerado (Casalta y Montel, 2008, Casalta et al., 2009). Por
lo anterior, se puede hipotetizar que esta poblacion de BAL ejerce un efecto
protector ya que a pesar de la incidencia de patégenos en su materia prima, el
producto final se present apto para consumo humano y este género de BAL se

encuentra en todo el proceso de elaboracion del QPB.
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Tabla 13. Cuenta viable de Lactococcus asociada a la manufactura del queso de Poro de Balancan.

Cuenta viable (Logio UFC/g 0 mL)

Queseria

A

F

LC

6.71 + 0.02°

8.15 + 0.29°

7.40 + 0.48°

5.79 + 0.36°

7.89 + 0.26°

7.41 + 0.56°

SPC

6.27 + 0.35°

3.85 + 0.30°

5.27 +0.33°

5.91 + 0.26°

5.11 + 0.26°

5.82 + 0.20°

C

6.27 £ 0.42°

6.84 + 0.36°

6.17 £ 0.30°

5.53 + 0.38°

6.78 + 0.22°

6.93 +0.19°

SC

6.89 + 0.36°

5.26 +0.17°

5.19 + 0.23°

4.69 + 0.34°

7.14+0.12%

6.91 + 0.212

Q

6.89 + 0.26"

5.16 + 0.27¢

5.97 + 0.31°

5.28 + 0.35%

5.19 + 0.15%

5.46 + 0.46%

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.

Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).
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6.2.3.2 Lactobacillus. Respecto al género Lactobacillus se encontraron conteos
significativamente altos durante todo el proceso de elaboracion del QPB como
se puede observar en la Tabla 14. En lo que respecta a los conteos de L, Cy
SPC se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los productores,
con una alta ocurrencia de 5.72 a 8.38 logiy UFC/g o mL de este
microorganismo, lo cual concuerda con los valores reportados de 8 log UFC/g o
mL para leche y cuajada por Kafili et al. (2009).

Se ha reportado en otros estudios que el género Lactobacillus es uno de
los predominantes en los sueros iniciadores naturales. Las principales especies
de Lactobacillus involucrados son: Lactobacillus helveticus y delbrueckii subsp .
lactis. A su vez, las BAL que se desarrollan en la cuajada y en el
almacenamiento del queso surgen solamente de la leche cruda y el suero
natural iniciador y tienen un papel importante en la fermentacion y la hidrolisis
de la lactosa y proteinas de la cuajada (Ercolini et al., 2008, Santarelli et al.,
2008, Settanni y Moschetti, 2010, Pogaci¢ et al., 2013). Por lo tanto, la
concentracion de BAL tales como Lactobacillus en SC, el cual servira como
cultivo iniciador para la elaboracién de lotes de queso subsecuentes, es

importante ya que son cruciales en las caracteristicas finales del queso.

Por ultimo en Q se observo una disminucion de al menos 2 log UFC/g en
comparaciéon con la materia prima, dicho comportamiento se observa en otros
estudios ya que en queso se han asociado algunos factores que influencian
como pH bajo, altas concentraciones de sal, presencia de &cidos organicos,
etc., mismas que en leche no se presentan (Kafili et al., 2009, Flores-Magallon
etal., 2011).
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Tabla 14. Cuenta viable de Lactobacillus durante la manufactura del queso de Poro de Balancan.

Cuenta viable (Logio UFC/g 0 mL)

Queseria

A

B

E

F

LC
8.38 + 0.45°
7.21 +0.41°
7.08 +0.23°
7.79 +0.31°
8.04 +0.34°

7.39 £ 0.46°

SPC
6.97 £0.17°
6.12 + 0.44°
5.72 + 0.37°
6.69 + 0.30°
4.99 + 0.25°

7.33+0.21°

C
8.28 + 0.43°
7.82£0.39°
6.89 + 0.32°
6.38 + 0.46°
7.25+0.35°

7.67 £ 0.47°

sC
7.79 £ 0.25°
6.22 + 0.34°
5.98 + 0.21°
3.79 + 0.372
5.39 + 0.48°

8.17 £ 0.28°

Q

4.97 +0.17%
5.26 + 0.372
5.87 +0.22°
6.36 + 0.16"
5.12 + 0.342

5.62 + 0.48°

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.

Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).



6.2.3.4 Streptococcus. Las bacterias del género Streptococcus se encontraron
en alta concentracion en LC con valores de 6.13 a 9.4 logi, UFC/mL y
estuvieron presentes durante todo el proceso de elaboracion del QPB,
manteniéndose en general entre 4 y 8.4 logip UFC/g o mL como se puede
apreciar en la Tabla 15. En otros quesos como Grana Padano y Caciocavallo
Pugliese Streptococcus forma parte de microbiota autéctona de la leche y suero
iniciador en conjunto con otras bacterias como Lactobacillus, estos juegan un
papel importante ya que proveen una efectiva acidificacion en muchos quesos y
se ha indicado que dicha microbiota tiene una fuerte vinculacion con el origen
geografico donde se elaboren dichos quesos (Mauriello et al., 2003, Ercolini et
al., 2008).

Por otro lado el género Streptococcus se encuentra distribuido en el ser
humano y animales e incluye especies catalogadas como (GRAS)
“generalmente reconocido como seguro” que se encuentran en la leche, los
productos lacteos y vegetales. Streptococcus thermophilus es la Unica especie
de Streptococcus de interés industrial, ya que desempefia un papel importante
en la produccion de varios tipos de quesos y leches fermentadas (Zotta et al.,
2008)

Asi mismo, algunas especies de Streptococcus se les ha atribuido
propiedades de textura al ser utilizados en la manufactura de alimentos
fermentados como yogurt, quesos, cremas y postres a base de leche. Dichos
efectos en la textura son debidos a moléculas liberadas por este género de BAL
denominadas exopolisacaridos (EPS), las cuales, enriquecen los atributos
sensoriales del alimento ademas de impartir efectos funcionales y beneficios a
la salud (Duboc y Mollet, 2001, Welman y Maddox, 2003, Yang et al., 2014). Por
lo anterior se puede inferir que este tipo de microorganismos puede ejercer un
efecto positivo en la matriz estudiada en esta investigacion, debido a la alta

concentracion de este microrganismo durante todo el proceso del QPB.
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Tabla 15. Cuenta viable de Streptococcus asociada a la manufactura del queso de Poro de Balancéan.

Cuenta viable (Logig UFC/g 0 mL)

Queseria

A

F

LC

7.94 +0.31°

6.13 +0.28%

7.93 +0.15°

9.07 + 0.43¢

9.43 + 0.47¢

7.94 +0.38°

SPC

5.91 +0.32°

455 +0.18%

4.15 + 0.29%

4.26 + 0.28%

5.35 + 0.02°

4.37 +0.20%

C

8.0 +0.40%

6.0 +0.12°

6.08 + 0.33°

5.71 + 0.29°

6.75 + 0.32°

6.68 + 0.33°

SC

3.89 +0.02%

5.02+0.11°

516+ 0.17°

4.48 + 0.45°

5.80 + 0.30°

4.78 + 0.41°

Q

5.47 + 0.31°

4.49 + 0.34%

6.06 + 0.16°

5.47 +0.31°

5.20 + 0.25°

5.44 + 0.05°

Cada promedio representa la media de los dos lotes muestreados.
Promedios + EE. Medias con diferente literal en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).

LC (leche cruda), SPC (suero para cuajar), C (cuajada), SC (suero de cuajada) y Q (queso con 7 dias de almacenamiento).



6.3 Especies Bacterianas Involucradas en la Manufactura del QPB Detectadas

Mediante Cultivo Independiente

El andlisis directo del DNA bacteriano a partir de las matrices destaco la
persistencia de BAL termofilas como se puede observar en el Cuadro 16.
Streptococcus thermophilus (Banda c en Fig. 4, Banda 2 en Fig. 5, Banda b en
Fig. 6, Banda 11 en Fig. 7, Banda e en Fig. 8) se presentd en las 6 queseria y
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus, en 4 de las 6 estudiadas. Estos
resultados indican que estos dos microorganismos son la microbiota autoctona
inherentes al QPB. En otros trabajos similares se ha informado que las
poblaciones de Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus son las
poblaciones autéctonas de la leche cruda y el suero iniciador natural utilizado
en la manufactura de algunos quesos como el Grana Padano, Caciocavallo
Plugiese y el Mozzarella di bufala debido a que producen una alta
concentracion de 4cido lactico y son cruciales en la maduracion de la cuajada
(Coppola et al., 1988, Ercolini et al., 2001, Randazzo et al., 2002).
Conjuntamente con otras BAL, Lactobacillus delbrueckii participa en la
formacion de sabor, aroma y textura (Nikolaou et al., 2011). Por dichas
cualidades el uso de este microorganismo como cultivo iniciador en la industria
de la fermentacion es una practica comuan, por ejemplo en la produccion de
yogurt debido a que mejorar la textura, evita la sinéresis e incrementa la
viscosidad (Ruas-Madiedo et al., 2002).

Por otro lado la produccién de exopolisacaridos (EPS) es una de las
capacidades que se ha atribuido al género Lactobacillus y mas especificamente
a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Estos EPS son productos
microbianos de gran interés biotecnoldgico en las industrias alimentaria,
farmacéutica, médica, etc., ya que acttan como agentes viscosantes,

emulsificantes, gelificantes y estabilizantes (Welman y Maddox, 2003).
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Tabla 16. Identidad de las bandas detectadas obtenidas del analisis de DGGE a

través de analisis directo de las muestras del proceso del QPB.

Queseria Banda Microorganismo % de No. de acceso
9 identidad en Gen Bank
Lactobacillus delbrueckii subsp. o
b bulgaricus 92% DQ001070
c Streptococcus thermophilus 98% DQ001071
i Staphylococcus aureus 92% JN315155
A i Lactococcus lactis subsp. lactis 95% EU091443
k Elizabethkingia sp (no cultivable) 99% KF505955
5 Lactobacillus delbrueckii 90% JN969331
B 6 Streptococcus salivarius 95% AM157451
2 Streptococcus thermophilus 95% DQ001071
C b Streptococcus thermophilus 96% DQ001071
0,
16 Erwinia chrysanthemi 100% AB748994
17 Macrococcus caseolyticus 94% AY126157
15 Klebsiella sp (no cultivable) 98% GQ471864
13 Klebsiella pneumoniae 99% KC963013
Salmonella.enterlca subsp. 99% 10694171
12 arizonae
D 11 Streptococcus thermophilus 97% DQ001071
Lactobacillus delbrueckii subsp. o
5 bulgaricus 94% DQ001070
4 Enterococcus faecium 95% AB243003
Lactobacillus fermentum
0,
3 95% AB856983
1 Lactococcus garvieae 99% KF012887
d Lactobacillus delbruecku subsp. 94% DQ001070
E bulgaricus
e Streptococcus thermophilus 93% DQO00107
F j Rahnella aquatilis 99% KF465848
d Streptococcus thermophilus 95% DQ001071
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LC S CcC SC Q M LC SPC C SC Q

Figura 4. Andlisis DGGE de las muestras obtenidas en la manufactura del QPB de la queseria
A. M es el Marcador molecular (mezcla de Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. acidofilus, Lb.
Johnsonii). Leche cruda (LC); Suero para cuajar (SPC); Cuajada (C); Suero de cuajada (SC);

Queso (Q). 1y 2 representan el nimero de muestreo.
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M LC SPC C SC Q M LC SCP C SC Q

Figura 5. Andlisis DGGE de las muestras obtenidas en la manufactura del QPB de la queseria
B. M es el marcador molecular (mezcla de Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. acidofilus, Lb.
Johnsonii). Leche cruda (LC); Suero para cuajar (SPC); Cuajada (C); Suero de cuajada (SC);

Queso (Q). 1y 2 representan el nimero de muestreo.
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LC SPC C SC Q M LC SCP C SC aQ ™M

Figura 6. Analisis DGGE de las muestras obtenidas en la manufactura del QPB de la queseria
C. M es el marcador Molecular (mezcla de Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. acidofilus, Lb.
Johnsonii). Leche cruda (LC); Suero para cuajar (SPC); Cuajada (C); Suero de cuajada (SC);

Queso (Q). 1y 2 representan el nUmero de muestreo.
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M LC SPC C SC Q ™M LC SPC C SC Q

Figura 7. Andlisis DGGE de las muestras obtenidas en la manufactura del QPB de la queseria
D. M es el Marcador molecular (mezcla de Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. acidofilus, Lb.
Johnsonii). Leche cruda (LC); Suero para cuajar (SPC); Cuajada (C); Suero de cuajada (SC);
Queso (Q). 1y 2 representan el nUmero de muestreo.
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M LC SPC C SC Q LC SCp C SC Q ™M

Figura 8. Andlisis DGGE de las muestras obtenidas en la manufactura de QPB de la queseria
E. M es el Marcador molecular (mezcla de Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. acidofilus, Lb.
Johnsonii). Leche cruda (LC); Suero para cuajar (SPC); Cuajada (C); Suero de cuajada (SC);
Queso (Q). 1y 2 representan el nimero de muestreo.
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Adicionalmente existe evidencia significativa de que Lactobacillus delbrueckii
subps. bulgaricus exhibe propiedades probidticas (Mater et al.,, 2005,
Guglielmotti et al., 2007, Garcia-Albiach et al., 2008). Sin embargo a pesar del
conocimiento respecto a la aplicacion de estas cepas como cultivos iniciadores
en la industria lactea a nivel mundial es imprescindible su identificacién
molecular debido a la variabilidad genética que presentan las diferentes
subespecies de Lactobacillus delbrueckii (bulgaricus, delbrueckii y lactis).

Por otro lado, Lactobacillus fermentum se encontré en la queseria D
(Banda 3 en Fig. 7), este microorganismo es comun encontrarlo en leche y
lacteos fermentados tradicionales, fermentum es una de las especies del
género Lactobacillus predominantes en el intestino humano y tracto vaginal. En
fechas recientes, se ha destacado por su potencial probiético debido a que
reduce la circulacion de lipidos cuando se administra como probidticos
encapsulados (Sanders, 2008). Asi mismo, se reportd la capacidad de
Lactobacillus fermentum aislado de leches fermentadas y probado en un
modelo murino, observandose su capacidad para reducir el colesterol
sanguineo y los niveles de triglicéridos. Ademas, mostro tener capacidad
antimicrobiana contra E. coliy S. aureus (Pan et al., 2011)

En lo que respecta al género Lactococcus para la queseria D se
encontraron Lactococcus garviae (Banda 1 en Fig. 7) y para la queseria A
Lactococcus lactis subsp. lactis (Banda i en Fig. 4). Esta ultima cepa es una
poblacién habitual durante la manufactura y almacenamiento de algunos
guesos artesanales (Dolci et al., 2010). Asi mismo se le ha asociado como uno
de los responsables en la formacién de compuestos aromaticos en quesos,
especificamente a las cepas correspondientes de Lactococcus lactis subsp.
cremoris o lactis (Garcia-Cayuela et al.,, 2012). Por otro lado, han sido
estudiadas estas cepas por su habilidad de formar compuestos antimicrobianos
como bacteriocinas, las cuales tienen la capacidad de controlar el crecimiento

de microorganismos patogenos (incluido L. monocytogenes) (Dal Bello et al.,
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2012). Uno de los microorganismos identificados en el presente estudio en LC
de la queseria D, y que se consider6 de interés fue Lactococcus garviae, este
microorganismo es bien reconocido como un patégeno de peces (Eyngor et al.,
2004), asi mismo se ha aislado de bufalos de agua con mastitis subclinica
(Teixeira et al., 1996) y de muchas muestras clinicas de humanos (Fefer et al.,
1998). Recientemente, Lactococcus garvieae, se ha reportado como un
componente comun de la microbiota autoctona de los productos lacteos
fabricados a partir de leche cruda (Fortina et al.,, 2007). Los Lactococcus
garvieae aislados de diferentes fuentes han demostrado no estar relacionadas
genéticamente (Foschino et al.,, 2008), lo que sugiere que esta especie se
adapta, desarrollar y persiste en ambientes diversos. Al estudiarse varias cepas
lacteas y hacer la comparacion con sus homélogas patdgenas, los resultados
mostraron que las primeras no suelen expresar genes causantes o asociados a
virulencia (Fortina et al., 2007). Por lo tanto, se puede deducir que la presencia
de cepas de Lactococcus garvieae en quesos artesanales no plantean un
problema de salud grave.

Entre los microorganismos patdgenos se identificO S. aureus en la
gueseria A (Banda j en Fig. 4), este microorganismo fue encontrado como uno
de los mas predominantes durante todas las etapas de elaboracion del QPB
hasta el producto final en todas las queserias en el andlisis dependiente de

cultivo.

La mastitis es uno de los principales problemas causados por S. aureus
que afecta al ganado bovino, la leche es la principal via de contaminacion de
productos lacteos cuando esta ha sido obtenida de vacas mesticitas. Lo anterior
concuerda con la alta incidencia de mastitis que atafie al ganado destinado para
la produccién de leche utilizada en la elaboracion del QPB. A la fecha, en busca
de alternativas para el control de S.aureus se han realizado estudios que
involucran la interaccion de BAL y S. aureus, observandose resultados positivos

especialmente cuando este microorganismo esta en relacion con BAL de
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género Lactobacillus. De hecho, en vacas sanas se ha descrito que su
microbiota vaginal estd compuesta por Lb. fermentum, Lb. gasseri y Lb.
rhamnosus lo cual sugiere que existe una interaccion entre estas bacterias y

una posible inhibicién de S. aureus por las BAL (Charlier et al., 2009).

Uno de los géneros filogenéticamente relacionado con Staphylococcus
es el Macrococcus, este género de bacterias incluye siete especies entre las
cuales se encuentra caseolyticus, mismo que se encontré en LC de la queseria
D (Banda 17 en Fig. 7). Al respecto de Macrococcus caseolyticus se ha
reportado que a diferencia de las especies de Staphylococcus, no causa
enfermedades en humanos o animales, son tipicamente aislados de piel de
animales, 6rganos de la especie bovina, alimentos como leche y carne asi
como fabricas procesadoras de alimentos. Las caracteristicas fisiologicas de
este organismo son, sin embargo, en gran medida desconocidas, y sélo un
pequefio numero de investigaciones se han publicado sobre Macrococcus
(Baba et al., 2009).

Por otra parte se encontraron algunas enterobacterias como Klebsiella
neumoniae, Klebsiella sp y Salmonella en la queseria D (Bandas13 15 y12 en
Fig. 7). La alta incidencia de enterobacterias se considera indicativo de mala
calidad higiénica en los procesos de ordefio y elaboracion del queso (Delbés-
Paus et al., 2012), por lo que se debe de considerar el reforzamiento en la
practicas de higiene en la elaboracion del QPB. Sin embargo vale la pena
destacar que en ninguna de las queserias estudiadas se presenté ninguno de

estos patdgenos en el queso a los 7 dias de proceso.

Rahnella aquatilis fue detectada en la queseria F (Banda j en Fig. 9). Este
microrganismo es un coliforme psicotréfico, cuyo habitat es el agua aunque
también ha sido aislado de muestras clinicas (Funke y Rosner, 1995),
alimentos, incluyendo leche y crema pasteurizada (Lindberg et al., 1998) y

qgueso cottage (Davey y Eyles, 1992).
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M LC SPC C SC Q M LC SPC C SC Q

Figura 9. Andlisis DGGE de las muestras obtenidas en la manufactura del QPB de la queseria F.
M es el Marcador molecular (mezcla de Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. acidofilus, Lb. Johnsonii).
Leche cruda (LC); Suero para cuajar (SPC); Cuajada (C); Suero de cuajada (SC); Queso (Q). 1y
2 representan el nimero de muestreo.
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Es probable que esta bacteria sea un contaminante frecuente de los alimentos,
pero resulta dificil diferenciarla de otros organismos coliformes. Por otro lado, se
ha reportado la presencia de Rahnella aquatilis en leches con chocolate
refrigeradas. Los autores indican que este microorganismo puede considerarse
un microorganismo indeseable en este producto debido a que produce guayacol
(Jensen et al., 2001).

Otros estudios indican que Rahnella aquatilis puede vivir en sustratos
lacteos como suero de leche observandose niveles 6ptimos de crecimiento en
sueros ricos en citrato y lactosa, produciendo una diversidad polisacaridos entre
ellos el lactan (Pintado et al., 1999). La capacidad de Rahnella aquatilis de
crecer en suero de leche, concuerda con lo encontrado en esta investigacion ya
gue esta bacteria solo fue detectada en suero de la cuajada del QPB, siendo
probablemente su medio Optimo de crecimiento. Por todo lo anterior, la
posibilidad de explorar la produccién de polisacaridos funcionales en sustratos
como el suero de leche Rahnella aquatilis podria ser una alternativa para dar un

valor agregado a este desecho de la industria quesera.

Finalmente, es importante mencionar que se encontré la presencia de
Elizabethkingia sp. (Banda K en Fig. 4) solo en la LC de la queseria A. Sin
embargo, esta desaparecio tras la adicion de SPC; ya que no fue detectada en
las demas muestras del proceso de elaboracion del QPB. Con esto, podemos
inferir que Elizabethkingia no resiste ambientes con estrés acido, ya que
histéricamente su habitad es el suelo, agua dulce y ambientes marinos
(Bernardet et al., 2006). No obstante, a la fecha no existe ningun reporte sobre
la presencia de esta bacteria en ecosistemas lacteos, solo existen tres estudios
en los que se ha logrado aislar e identificar Chryseobacterium bovis sp. nov.,
Chryseobacterium haifense sp. nov. y Chryseobacterium oranimense sp. nov.
en leche cruda (Hantsis-Zacharov y Halpern, 2007, Hantsis-Zacharov et al.,
2008a, Hantsis-Zacharov et al., 2008b). Estas especies estan filogenéticamente
relacionadas con Elizabethkingia (Kim et al., 2005). Por lo tanto, este es el
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primer reporte de la presencia de Elizabethkingia en LC y ambientes lacteos. Su

rol en la LC destinada a la elaboracibn de QPB es desconocido.
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7. CONCLUSIONES

1.- La alta acidez y baja humedad caracteristicas del QPB pueden estar
asociados a la disminucion del crecimiento o a la supervivencia de algunos

microorganismos patégenos encontrados en este queso.

2.- El presente estudio sienta las bases para la correcta caracterizacion de la
microbiota tipica del QPB. Los gradientes utilizados para el analisis DGGE
fueron cruciales para una correcta separacion electroforéticas del ADN de los

diferentes microorganismos asociadas al QPB.

3.- El andlisis DGGE mostrd que las BAL, tales como Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus fueron las poblaciones
predominantes encontradas durante el proceso de elaboracion artesanal del
QPB. Dichas especies, son ampliamente utilizadas como cultivos iniciadores en
la elaboracion de distintas variedades de quesos debido a que imparten

caracteristicas sensoriales deseables.

4. Con el presente estudio se da a conocer la microbiota tipica y la composicion
fisicoquimica del QPB, lo cual coadyuva a la generacion de informacién valiosa
para mantener la marca colectiva de este queso como un alimento originario de
Balancan, Tabasco. Con esta informacién los productores estarian posibilitados
para la busqueda de una proteccion mas amplia como podria ser la

Denominacion de Origen.
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8. RECOMENDACIONES

Siendo la calidad sanitaria un factor importante en la inocuidad de los alimentos,
no debe omitirse que en el presente estudio se encontraron valores por encima
de los establecidos en la Noma Oficial Mexica NOM-243-SSA1-2010 en los
conteos microbianos de los microorganismos indicadores de calidad y
patégenos en el QPB. Lo anterior puede deberse a que la materia prima con la
cual se elabora el QPB presenté valores elevados en los microorganismos
mencionados anteriormente, los cuales persistieron y prevalecieron durante las
diferentes etapas del proceso de manufactura e impactaron de manera

significativa en la calidad sanitaria final del QPB.

La implementacion de medidas preventivas en la salud del ganado
lechero, las buenas practicas de ordefio, higiene y de manufactura durante el
procesado del QPB, representan una estrategia para los productores, a fin de
prevenir la incidencia de microorganismos indeseables tales como Coliformes
totales, S. aureus y su enterotoxina, los cuales representan un riesgo potencial

para la salud de los consumidores.
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