UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE CIENCIA ANIMAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

ﬂli:xml
(4
' ::’\

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS DEL QUESO DE CABRA ARTESANAL
DEL SURESTE DE COAHUILA PARA SU USO COMO CULTIVOS
INICIADORES EN QUESOS PASTEURIZADOS

POR:
BLANCA LILIANA NARVAEZ GUILLEN

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

SALTILLO, COAHUILA, MEXICO, DICIEMBRE 2015



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE CIENCIA ANIMAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS DEL QUESO DE CABRA ARTESANAL DEL SURESTE DE COAHUILA
PARA SU USO COMO CULTIVOS INICIADORES EN QUESOS PASTEURIZADOS

POR:
BLANCA LILIANA NARVAEZ GUILLEN
TESIS

Que somete ante el H. jurado examinador como requisito parcial para obtener el titulo
de:

INGENIERO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

APROBADA:
-
= §
M.P. Francisco He ez Centeno Dr. Mario AIkMQ_CPO’Z Hernandez
Presidente de Jurado s Sinodal

Mg
U)

M.C. Mildred Inna Marcela Flores Verastegui
Sinodal

Coordinador de4a Division de Ciencia Ani

Saltillo, Coahuila, México, Diciembre 2015



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE CIENCIA ANIMAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS DEL QUESO DE CABRA ARTESANAL DEL SURESTE DE COAHUILA
PARA SU USO COMO CULTIVOS INICIADORES EN QUESOS PASTEURIZADOS

POR:
BLANCA LILIANA NARVAEZ GUILLEN
TESIS
Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de
INGENIERO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Dirigido por el siguiente comité asesor:

_ “)
M.C. Sarahi Del Carmen Rangel Ortega Dr. Mario Alberto-Ctuz Hermnandez
ASESOR PRINCIPAL CO-ASﬁSOR
‘ #'{ :
‘ AR
M.P. Franciscbﬂ:érﬁanaez Centeno M.C. Mildred Inna Ma}cela‘FIores Verastegui
CO-ASESOR CO-ASESOR

Sailtillo, Coahuita, México, Diciembre 2015



AGRADECIMIENTOS

A mi Dios, por darme tantas bendiciones, paciencia y fortaleza, para dar fin a esta etapa
de mi vida que apenas comienza, por poner en mi camino a todas aquellas personas que
me apoyaron y me orientaron en mi formacion, por nunca dejarme sola y a pesar de los

momentos dificiles siempre estar conmigo.

A mi Alma Terra Mater, por acogerme y ser mi casa de estudios durante estos cuatro
afios y medio. Por regalarme las herramientas necesarias y conocimientos que me

serviran para salir adelante.

A mi madre hermosa, Yrma Guillen Monjaras, por su confianza siempre fiel que puso
en mi, una mujer admirable que sabe salir adelante, a mi padre José Alfredo Narvaez

GOmez por su apoyo, confianza y amor.

A mis hermanas, Patriciay Ana Rosy, por ser las mejores amigas y compafieras en mi

vida, por sus consejos que gracias a ellos he llegado hasta donde hoy me encuentro.

A mi novio, a la persona que me ha robado el corazén Miguel Angel Lopez Bravo, por
su apoyo incondicional durante todo este tiempo, por ser el mejor amigo y novio, por

nunca dejarme sola y ayudarme en los momentos dificiles. Te amo.

A mi prima, Karina, por ser como una hermana, brindarme carifio y traer a este mundo

un angelito que ha sido como una luz en nuestras vidas, te quiero.

A mis abuelitos, Amalia y Filiberto, por sentirse orgullosos de mi, por sus consejos y

su carifio.
A la familia Guillén, los quiero y admiro, son la mejor familia que Dios me ha regalado.

A mis amigas, Yesi y Cesia, gracias por tenerme siempre presente en su vida a pesar
de la distancia, por seguir siendo las mimas personas tan lindas que un dia Dios puso en

mi camino.

A una gran amiga, una de las mejores personas que he conocido, que me brindd su

amistad, carifio y a poyo en momentos dificiles Almita.



NARVAEZ GUILLEN, 2015

A mi familia en Saltillo, Almita, Dani, Sol, Gaby, Cristian, LIesmin, Luz, Valente (1)
Ale (yahan), por ser excelentes comparieros y amigos que me han brindado su carifio,

siempre los recordaré.

A mi asesora, la M. C. Sarahi del Carmen Rangel Ortega por su apoyo incondicional y

paciencia para poder llevar cabo este proyecto de tesis.

A mis profesores, al Dr. Mario Alberto Cruz Hernandez, Dra. Ana Verdnica Charles
Rodriguez, Dra. Maria de Lourdes Morales Caballero, Dr. Heliodoro de la Garza
Toledo. M.C. Mildred Inna Marcela Flores Verastegui, Dr. Armando Robledo Olivo y
a todos los docentes que me impartieron clases, siempre los recordare y estaré muy

agradecida por brindarme parte de su conocimiento.

A Maricela, por apoyarme siempre con lo necesario para poder llevar a cabo este trabajo.

Mas vale adquirir sabiduria que oro;
Mas vale adquirir inteligencia que plata.
Proverbios 16:16




NARVAEZ GUILLEN, 2015

DEDICATORIAS

Con eterno amor para mi madre Yrma Guillen Monjaras, quien me dio la vida y me ha
visto crecer, le doy gracias por ser mi luz, mi guia en este camino, por brindarme siempre
su apoyo, por darme fuerzas, por la confianza que siempre puso en mi, por su
comprension y motivacion para salir adelante y poder culminar esta etapa mas en mivida.

Te amo mamitalll.

A mis hermanas Patricia, Ana Rosy y Kary que han llenado de luz y alegria mi vida, por

la motivacion que cada una me ha brindado las amo.

Al amor de mi vida Miguel Angel Lépez Bravo, por su paciencia, su carifio, apoyo, por
estar en los momentos malos y buenos, por sus consejos que siempre me ayudaron para

salir adelante, agracias por todo eso jTe amo!

A la M.C. Sarahi del Carmen Rangel Ortega por estar siempre apoyandome en este
trabajo, una de las mejores maestras que he tenido. Un ejemplo a seguir, siempre tendra

mi respeto y admiracion, la recordaré siempre.

~ VI~



NARVAEZ GUILLEN, 2015

INDICE GENERAL

RESUMEN ... e et e e et e e e ettt e e e e e ab e e e e eaaa e aaeee 13
L= INTRODUGCCION ....ooiuiiieiteee ettt ettt eete e eteareeeteeneeeteareeneeeneens 14
.- JUSTIFICACION ... .ottt ettt et e e e eteeneeeteareeneeeneens 16
T @ =] 1R 17
V.- OBJIETIVOS ..ot e et e e ettt e e e e e et e e e e eaaa e aaeees 17
4.1, GENEIA cciiiiiiiiiiiiieee e 17
O = o1 o | o] o TP RPRP 17
V.- REVISION DE LITERATURA .....coiitiieteee ettt ettt 18
o TR I 11 1= o 1 P 18
ST N 11 (o] ¢ = U TP PP PP TP PPPPPPPPPPPPPP 18
5.1.2. QUESOS ArtESANAIES .......ceivviiieeeeeeiee et 19
5.1.2. QUESOS INAUSIIIAIES ....uucieiiiieeeeee e e eeeaaans 22
5.2. Caracteristicas organolépticas de laleche.............ccoooviiiiiiiiiiciee e, 24
5.3. Microbiologia de [a l€CNe ...........oooiiiiiii e 25
RGN N o [0 To [0 L VA (1Y 7= To [ = S 25
5.3.2. Bacterias MeSOfilas.........c.uuuiiiiiiiiiiie e 26
5.3.3. Bacterias ACIA0 LACHCAS .........c.coeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeete e eee ettt 26
5.4. Pasteurizacion en la leche para qUESOS.........cooviuiviiiiiiiiee e 32
5.5. CURIVOS INICIAAOIES ...t 34
5.5, 0. HISTOMIA. ..ttt 34
5.5.3. Grup0s de CUItIVOS [ACLICOS .......uuuuuuuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieaeeeeeaeeeeeeeeenennnnes 39
VI.- MATERIALES Y METODOS ......oiiiiiiiieeceeeeeee ettt 41
6.1. Aislamiento, identificacion y conservacion de las BAL.........cccccccvvvveiiiiiiiiieeennnnn. 41

~ VII ~



6.1.1. AISIamIeNtO e 1AS BAL ... e 41

6.1.3. Conservacion de 18S BAL.........ccoooiiiiiiiiiiiieee e 43
6.2. Caracterizacion de 18S BAL .......ccooiiiiiiiiiiiiii e 44
6.2.1. Actividad aCidifICANTE .........eeeiiiiieiiiiii e 44
6.2.2. Capacidad de Inhibicion de bacterias patdogenas ..........ccceeeveeeeviiveiiiiiiiieeeenn, 45

6.2.3. Produccion de COz (identificacion bioquimica de las BAL de acuerdo al tipo

de fermentacion ProduCida) .............uuiiiiiieiiiiieie e e e e e aaaaa 45
6.2.4. Produccion de aroma en leches fermentadas inoculadas con BAL ............... 46
6.3. Preparacion de BAL para elaboraciéon de queso pasteurizado de cabra ............. a7
6.3.1. Curva de CaliDraCion ............eeiiiiiiiiiiieee e 47
6.3.2. CUIVa d€ CreCIMIBNTO ......ceviiiiiiiiiiieiiie ettt 48
6.5. Evaluacion sensorial del queso de Cabra...........occuvvieiiiiiiiiiiiieee e 49
6.6. ANAIISIS €SIAdISHICOS ... .eeieiiiiiiie e 51
VII. - RESULTADOS Y DISCUSIONES ... .ot 52
7.1. Aislamiento e identificacion de las de 1aS BAL ............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeei 52
7.2. Caracterizacion de 18S BAL .......ccooiiiiiiiiiiiiee e 54
7.2.1. Actividad aCidifICANTE ........eeeiiiiiieiiiii e 54
7.2.2. Capacidad de Inhibicidon de bacterias patdigenas .........cccceeeeeeeeeiiviiiiiiieeeeeennn, 58

7.2.3. Produccion de COzq (identificacion de las BAL de acuerdo al tipo de

fermentacion ProdUCIAR) ..........oooiiiiiiiiiie e 61
7.2.4. Produccion de aromas lacticos en leches fermentadas por BAL ................... 61
7.3 Preparacion de BAL para elaboracion de queso pasteurizado de cabra. .............. 63
7.3.1. Curva de CaliBracCion ..........cooveiiiiiii e 63
7.3.2. CUIVa de CrECIMIBNTO .....ceeeeeeeieiiiie e et e e e e e e e e e e e e e e aen e e e eees 64

7.4. Elaboracion de queso pasteurizado de cabra utilizando las BAL seleccionadas .66

7.5. Evaluacién sensorial del queso de cabra...........cccoooviieiiiiiiiiiiii e 66
~ VIII ~



NARVAEZ GUILLEN, 2015

V- CONCLUSIONES ... ..ot 71
IX.- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 72
Xim ANEXO S . e ettt e 79

~ X ~



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Proceso de elaboracién de queso de cabra (Monroy, 2011). .........cccccvvvvnnnn. 24

Figura 2. Via homofermentativa de la glucosa por bacterias 4cido lacticas (Emdben-

Meyerhoff-Parna) (Parra, 2010). .......coouiiriiiiiiiiiiiiieee e e e e e 30
Figura 3. Via heterofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas (via de las
pentosas) (Parra, 2010). ....oooeeuiiiiie e 31

Figura 4. a) Muestras de leche, cuajo y queso para extraccion de las cepas, b) dilucion
de cada UNa laS MUESIIAS ........uuiiii it e e e e e e e e e e 41

Figura 5. a) Siembra en agar MRS de las muestras diluidas, b) muestras incubadas en

anaerobiosis, c) seleccion de las cinco colonias de cada muestra.............cccccvvveeeeennn.. 42
Figura 6. Siembra de las BAL por el método de estria cruzada. ...........ccccceeeeeriinnnnnne. 42
Figura 7. Prueba de la catalasa a) catalasa negativa, b) catalasa positiva .................. 43
Figura 8. Reactivacion de |aS CEPAS. .......covvvviuiiiii e 44

Figura 9. Incubacién de la leche inoculada vy titulacién de cada una de las muestras a

diferentes periodos de HEMPO. .....ccooeeeiee e 45
Figura 10. Técnica de difusion en hoyo para inhibicion de bacterias. ...............cccuu..... 46
Figura 11.Tubo estéril con campanas Durham invertidas. ..........cccooccuviiiieeeeeenniiinnnnee. 46
Figura 12. Medicion de la densidad optica y siembra en agar MRS de las BAL........... 48

Figura 13. Muestras de quesos y hoja de evaluacion presentada a los evaluadores...50
Figura 14. a) Tincion Gram de las cepas seleccionadas, b) prueba negativa de la

(072 1= | = Y- T 52
Figura 15. Colonias de BAL seleccionadas. ............cccovvvuuiiiiiiiieeeeeeeciiiee e 53
Figura 16. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 0 h de incubacion....54
Figura 17. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 6 h de incubacion....54
Figura 18. Acidificante de las BAL seleccionadas a las 12 h de incubacion................. 55
Figura 19. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 24 h de incubacién...56
Figura 20. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 48 horas de
o0 o > T o o T 56
Figura 21. Texturas presentadas por las BAL durante el periodo de evolucion de la
actividad aCidifiCANTE. ........ooiiiiii e 58

Figura 22. Halos de inhibicién de las BAL seleccionadas. ...........ccccccceeeeieeeeeeeeeeiinnnnnnn. 58

~X ~


file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750024
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750024
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750025
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750025
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750026
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750027
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750029
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750029
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750030
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750032
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750034
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750034
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750036
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750037
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750041
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750041

NARVAEZ GUILLEN, 2015

Figura 23. Capacidad inhibitoria de las BAL seleccionadas frente a Escherichia coli. .59
Figura 24. Capacidad inhibitoria de las BAL seleccionadas frente a Salmonella. ........ 59
Figura 25. Capacidad inhibitoria de las BAL seleccionadas frente a Stafilococcus

=10 [ (=] U TP 60

Figura 26. Concentraciones obtenidas en cada periodo de tiempo evaluado y Curva de

Calibracion Para QR2. ... .. ... as 64
Figura 27. Concentraciones obtenidas en cada periodo de tiempo evaluado y curva de

calibracion para QJ2. .......oooouiiiiii i e 64
Figura 28. Crecimiento correspondiente a la cepa QR2. .............uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 65
Figura 29. Crecimiento correspondiente a la cepa QJ2.............uvuuviimiiiiimiiiiiiiiiiiiiiininnns 66
Figura 30. Elaboracion de queso pasteurizado de cabra. ...........ccccvviiiiiiieeiceieiiiinnnnn. 67
Figura 31. Evaluadores del queso pasteurizado de cabra............cccccccceeiiiiieeeeceiiiiinnnnn. 68
Figura 32. Hoja de evaluacion del queso artesanal de cabra pasteurizado. ................ 69
Figura 33. Resultados de la evaluacion sensorial de quesos pasteurizados................ 70

~ X[ ~


file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750046
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750046
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750047
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750047
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750048
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750050
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750051
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750052
file:///C:/Users/ACER/Videos/Nueva%20carpeta/tesis/corecciones/LILI_COMPLETA%202.docx%23_Toc436750053

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Algunos quesos mexicanos genuinos, clasificados segun el tipo de region
geOgrafica de ProUCCION. .........ciiiii ittt e e e e e e e as 21
Cuadro 2. Clasificacion de quesos de acuerdo al tipo de proCeso. ........ccoevvvuvvvvieeeeennn. 22
Cuadro 3. Bacterias acido lacticas homofermentativas y heterofermentativas
(Adadptada de Stililes y Holzalpfel, 1997). .....cooi i 29
Cuadro 4. Patdgenos que pueden hallarse en la leche cruda..............ccoeeeeeiii. 33
Cuadro 5. Bacterias acido lacticas utilizadas en la elaboracién de productos lacteos. .35
Cuadro 6. Utilizacion de las principales bacterias acido lacticas. ............ccceevvvvviieeeennn. 36
Cuadro 7. Actividad antimicrobiana de diversas cepas de BAL frente a bacterias
PALOGENAS Y NO PAIOGENEAS ...eeeieeeiiiiiiiiiieieeee e e e e ettt et e e e e e e s s aabbeeeeaeeaeessaannbbreeeeeaaaasaannes 38
Cuadro 8. Escala categérica numérica empleada en la evaluacién del queso

(82 K (U [ 74> Vo o T 50
Cuadro 9. Caracterizacion e identificacion morfolégica de las BAL de cada una de las

(0 B[S T T TP 53
Cuadro 10. Resultados de la evaluacién sensorial de produccién de aromas lacticos en
leches fermentadas POr BAL. ......... e 62

Cuadro 11. Hoja maestra utilizada en la evaluacion sensorial del queso elaborado. ....69

Cuadro 12. Promedios y desviaciones estandar del ejido El Recreo .............ccccceee.... 79
Cuadro 13. Promedios y desviaciones estandar del ejido Jaguey de Ferniza............... 79
Cuadro 14. Promedio y desviaciones estandar del ejido Chapultepec............cccceeeeee... 80
Cuadro 15. Promedios y desviaciones estandar de Salmonella..............ccccccvvveeenni. 80
Cuadro 16. Promedios y desviaciones estandar de E.COli.............cccooeeieiiiiiiiiiiiiinnnenn, 81
Cuadro 17. Promedios y desviaciones estandar de Stafilococcus aureus. ................... 81

~ XII ~



RESUMEN

Los quesos artesanales son alimentos conocidos en todo el mundo debido a las
caracteristicas tan particulares que presentan, como lo es el sabor principalmente,
ademas de ser elaborados a mano. Son reconocidos por no incluir aditivos en los
ingredientes, son elaborados de leche natural y no se someten a ningun tratamiento

térmico para disminuir la carga microbiana.

En la leche cruda se encuentra diversa flora microbiana tanto patégena como benéfica,
dentro de esta se hace alusion a las bacterias acido lacticas (BAL), las cuales son las
responsables del sabor olor y textura tipica de los quesos artesanales. Diversos géneros
de BAL en la actualidad son utilizados como cultivos iniciadores, esto con el fin de mejorar
las caracteristicas organolépticas de los alimentos, los cultivos indicadores pueden ser
empleados tanto en el procesamiento de carne, diversos productos lacteos bebidas
alcoholicas y vegetales para la obtencion de salchichas, jamones, vinos, cervezas

aceitunas, encurtidos, quesos, yogurt entre otros.

El estado de Coahuila se caracteriza por la produccion de queso artesanal con leche de
caprinos, con base en ello, este estudio se enfoco en la identificacion de BAL del queso
de cabra artesanal para uso como cultivo iniciador. Durante la investigacion, se llevd
acabo el aislamiento y la identificacion de las BAL, caracterizandolas bajo pruebas
bioquimicas tales como actividad acidificante, capacidad de inhibicion, produccion de
CO2 y produccion de aromas, seleccionandose aquellas que presentaron las mejores
caracteristicas de las pruebas mencionadas anteriormente. Las BAL elegidas fueron
preparadas para ser inoculadas en leche pasteurizada y posteriormente en la elaboracion
del queso de cabra, y se evalu6 mediante una prueba sensorial empleando la prueba
diferencia de control. Los quesos elaborados a partir de la leche pasteurizada e
inoculados con las BAL seleccionadas presentaron caracteristicas semejantes al queso

artesanal de cabra, por lo tanto, son utiles para ser empleadas como cultivos iniciadores.

Palabras clave: queso artesanal, bacterias acido laticas, queso de cabra, cultivos
iniciadores.
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l.- INTRODUCCION

En la actualidad existe una gran variabilidad de alimentos disponibles en el mercado, la
mayoria de estos productos son elaborados a través de grandes industrias, las cuales
cuentan con tecnologia avanzada, manufacturados bajo las condiciones higiénicas que
marcan las normas para la obtencion de productos inocuos, ademas de ser productos
altamente estandarizados durante todo el proceso, en ellos se encuentra la industria
carnica, la panificacion, ademas de la industria lactea. Dentro de la industria lactea se
pueden encontrar una diversidad de productos tales como crema, yogurt y una gran

variedad de quesos.

El queso es un alimento elaborado a partir de leche bronca o pasteurizada, descubierto
por nuestros antepasados y en la actualidad muy apreciada por el ser humano. Obtenido
a través de la coagulacion de la leche y su posterior desuerado, en el mercado se
encuentra una diversidad de quesos, los cuales se encuentran clasificados por el
contenido de materia grasa, tipo de proceso de elaboracion, periodo de maduracion, etc.
En el mercado podemos encontrar tanto los quesos elaborados artesanales como quesos

elaborados en grandes industrias.

Los quesos artesanales se consideran aquellos que son elaborados utilizando leche
cruda o bronca, sin la necesidad de aplicar conservadores, saborizantes o mejoradores
de textura, por lo tanto son considerados como quesos genuinos. A pesar de gque este
tipo de alimento es muy apreciado por la comunidad, los quesos artesanales son
considerados como alimentos que pueden llegar a alterar la salud del consumidor, debido
a la flora microbiana existente en la leche, la cual puede persistir al no recibir ningan

tratamiento térmico para disminuir su carga.

Los quesos elaborados en las grandes industrias se encuentran bajo los estandares de
calidad exigidos por las normas, los cuales han comenzado a desplazar a los quesos
artesanales. En esta industria se encuentran los quesos analogos, llamados asi porque
son elaborados a través de la reconstitucién de leche en polvo y la suma de proteinas
lacteas, grasa vegetal, sales fundentes, emulsificantes y otros. Ademas son inocuos para

el ser humano debido a la reduccion de microrganismos al aplicar tratamientos térmicos
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como la pasteurizacion, en la cual no solamente se eliminan bacterias patégenas sino

también bacterias benéficas, como las BAL.

En la leche cruda utilizada para la elaboracion de quesos artesanales se encuentra una
diversidad de microorganismos, de los cuales algunos son los responsables de la textura
y sabor en este alimento. Dentro de estos microorganismos son reconocidas las BAL

como aqguellas que proporcionan las caracteristicas tipicas en quesos artesanales.

Las BAL son microorganismos muy utilizados en la actualidad en diversos alimentos,
sobre todo en las fermentaciones, debido a las propiedades que brindan al ser aplicadas
en diversos alimentos. Fueron descubiertas en 1857 por Louis Pasteur y clasificadas en
1919 por Orlan Jensen, de acuerdo al tipo de metabolismo de azlcares, en
homofermentativas y heterofermentativas; en las primeras se obtiene como metabolito
final acido lactico y en las segundas ademas del acido lactico fracciones equimolares de
etanol, aldehidos y CO2. Hoy en dia las BAL son utilizadas como cultivos iniciadores.

Estos cultivos pueden estar formados por una o varias cepas activas.

Para que estos microorganismos se consideren como cultivos iniciadores deben
presentar caracteristicas como acidificacion rapida del medio, es decir, una disminucién
de pH en las primeras horas, lo cual trae como consecuencia la inhibicién de
microorganismos patdégenos debido al medio acido generado por las BAL, brindar las
caracteristicas deseadas en el producto final, reproduccion rapida y, sobre todo, no

causar danos al consumidor.

Los cultivos iniciadores se agregan a la leche después de la pasteurizacion, ya que al
aplicar temperatura muchas de las BAL son eliminadas. Son empleados en la elaboracion
de productos lacteos, algunos de ellos por la capacidad de acidificacion rapida, como en

guesos frescos, y otros por acidificacion lenta, como en el caso de los quesos madurados.
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Il.- JUSTIFICACION

Hoy en dia el consumo de productos artesanales se encuentran de moda, ya que se dice
gue estos no traen consigo conservadores, saborizantes o colorantes los cuales ayuden
a mejorar el producto. Sin embargo, en los productos artesanales, como lo son los
quesos, se puede encontrar un déficit en cuanto a la calidad ya que en ellos existen
muchos microorganismos patdgenos que pueden dafar a la salud del consumidor.
Ramos et al (2009) mencionan que los productos artesanales son preferidos por los

consumidores debido a su sabor y aroma, gracias a las bacterias autdctonas.

La problematica presentada en el queso artesanal es en cuanto a la estandarizacion de
la metodologia y la inocuidad al momento de manipular este alimento por los productores,
ademas de la obtencion de la materia prima, ya que para su elaboracién se emplea leche
bronca o cruda. Con las investigaciones que se han realizado por muchos afos atras, se
sabe que la leche empleada sin ningun tratamiento térmico, trae consigo una gran
cantidad de microorganismos, y en ellos podemos encontrar tanto bacterias patégenas
como benéficas, es decir, bacterias que no dafan a la salud y ademas pueden ser

empleadas en la industria alimentaria, llamadas bacterias &cido lacticas (BAL).

Los cultivos iniciadores son bacterias o el conjunto de BAL, provenientes de diversos
alimentos y principalmente de la leche, que se reincorporan una vez que el producto ha
sido tratado térmicamente, estas actuaran nuevamente y devolveran las propiedades o
caracteristicas deseadas al alimento. Al llevar acabo la manufactura de estos productos
a partir de la leche pasteurizada muchos de los microrganismos que afectan a la calidad
del queso desaparecen, pero también los microorganismos que le proporcionan las
caracteristicas esenciales de estos productos. La tecnologia ha tenido grandes avances
en cuanto a la microbiologia ya que, gracias a diversos métodos, se ha logrado aislar
aguellos microorganismos que le proporcionan propiedades organolépticas especificas a

los alimentos.
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.- HIPOTESIS

El uso de BAL aisladas del queso artesanal de cabra permitird elaborar un queso
pasteurizado de cabra con similares caracteristicas al artesanal.

V.- OBJETIVOS

4.1. General

Aislar, identificar y caracterizar las BAL del queso artesanal de cabra del sureste de
Coahuila, para uso en la elaboracion de queso pasteurizado de cabra como cultivo

iniciador.
4.2. Especificos

¢ Aislar e identificar las BAL de queso artesanal, cuajo natural y leche de cabra.

e Caracterizar y preparar las BAL para elaboracion de queso pasteurizado de cabra

(formular cultivos iniciadores)

e Elaborar queso de leche pasteurizada de cabra utilizando el cultivo indiciador

formulado.

e Evaluacién sensorial del queso de cabra elaborado.
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V.- REVISION DE LITERATURA

5.1. Quesos

5.1.1 Historia

El queso es un alimento que ha perdurado a lo largo de los siglos, pero los origenes del
mismo estan en discusion; hoy en dia no se pueden datar con exactitud, aunque se
estima que se encuentra entre el afio 8000 a.C y el 3000 a.C (Latorre, 2011). El queso
se ha venido elaborando desde la época de la colonia, esto se inici6 cuando los
conquistadores esparioles trajeron a la Nueva Espafia los primeros hatos de cabras y
ovejas y, con el tiempo, junto con el ganado criollo se comenzaron a desarrollar zonas

ganaderas, como en lo Altos de Jalisco (Villegas, 2004).

Estados Unidos es considerado como el principal productor de quesos a nivel mundial,
Alemania como el principal exportador en cuanto a cantidad y Francia el mayor
exportador en cuanto a valor monetario; sin embargo, Alemania, Reino Unido e Italia son
considerados como los paises que realizan mas importaciones (Martinez, 2015). México
se ubica en el noveno lugar mundial en cuanto a la produccion de quesos, con alrededor
de 268 mil toneladas. Las principales zonas productoras de queso en México se
encuentran en Coahuila, Durango, Chihuahua, Oaxaca, Querétaro, Aguascalientes,
Jalisco, Guanajuato, San Luis Potosi, Michoacan, Puebla, Tlaxcala, Toluca y Chiapas.

(Cayetano y Salem, 2012).

En México se conocen al menos 30 tipos diferentes de quesos, algunos de ellos son
elaborados a partir de leche bronca y manufacturados principalmente por pequefas o
medianas industrias utilizando métodos artesanales, y con ello la falta de control de
calidad, de manera que los productos finales presentan una heterogeneidad

composicional, sensorial y tiempo corto de conservacion (Heredia, 2011).

La elaboracién de quesos se encuentra fuertemente relacionada con la produccion
primaria, pues existen cuatro sistemas lecheros: intensivo, semiintensivo, de traspatio
(ganaderia familiar) y de doble propdsito (carne y leche). Los cuatros sistemas se dedican
a la transformacion de la leche en queso, pero difieren en cuanto a cantidad y tratamiento

de esta. El sistema de doble propdésito se dedica a la elaboracion de quesos regionales y



el sistema intensivo al abastecimiento de plantas que producen leche fluida
industrializada y a la transformacion de quesos (Cervantes et al, 2008 citado por
Perdomo, 2010).

En México, la agroindustria de quesos genuinos esta constituida principalmente por
innumerables micro y pequefias empresas. En la mayoria de ellas los procesos son
llevados a cabo de manera artesanal y se caracterizan por emplear en su elaboracion

leche cruda (bronca) sin pasteurizar (Perdomo, 2010).

5.1.2. Quesos artesanales

Los quesos artesanales surgen de la necesidad de aprovechar la leche y ofrecer un
producto que fuera aceptado por la poblacién consumidora (Perdomo, 2010). Cuando se
habla de alimentos artesanales, se hace referencia a todos aquellos alimentos que son
elaborados a mano, sin tomar en cuenta para su elaboracién parametros especificos.
Para que estos alimentos tengan las caracteristicas que los identifican, integran a la
sociedad productora, ya que en ellas se encuentra esta cultura alimentaria y sobretodo
la tradicién (Monroy, 2015).

Las queserias artesanales se reconocen no solamente por la elaboraciéon de estos
productos que proporcionan bondades nutricionales y gustativas, sino por la amplitud de
generar y mantener empleos rurales, los cuales se encuentran dentro de esta cadena
agroindustrial de leche en los que estan incluidos ganaderos, queseros y comerciantes
(Villegas y Cervantes, 2011). La mayoria de quesos artesanales son elaborados a partir
de leche cruda de vaca o de cabra, por lo tanto en ocasiones traen consigo problemas a

la salud.

Para promover los quesos artesanales es necesario tener practicas de manufactura
estandarizadas y conocer las caracteristicas finales del producto, los cuales se logran
después de una integrada caracterizacion de perfiles guimicos, microbiolégicos y
sensoriales (Alvarado et al., 2007; Cervantes y Villegas, 2013). La calidad sensorial tipica
de los quesos tradicionales depende de varios factores, tales como las practicas de
fabricacion tradicionales (leche bronca), la alimentacion, la diversidad y dinamica de las

comunidades microbianas. La composicion microbiana y su actividad durante el
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madurado juegan un papel muy importante, ya que estas son las causantes del desarrollo

de las caracteristicas sensoriales (Castillo, 2014).

Los quesos mexicanos artesanales son considerados como productos genuinos, algunos
de ellos son elaborados desde la colonia y algunos son recientes, como muestra se
pueden mencionar el asadero, el cotija, el de aro, sierra, adobera, crema tropical, el de
cincho, el de guaje, de hoja, bola de Ocosingo, el de morral y el de rueda; el saber
hacerlos les ha permitido adquirir sus propias particularidades, pero son desconocidas
las caracteristicas que les proporcionan su especificidad ¢Qué microflora es la que
proporciona la tipicidad de cada queso? ¢ Cual es su perfil de sabor y olor? ¢Cudl es su

textura? (Espinoza et al, 2010).

Los quesos genuinos se pueden diferenciar claramente de aquellos que son llamados
imitacion de queso (quesos rellenados y analogos de quesos) debido a que no se emplea
necesariamente leche fluida para su elaboracion, sino algunos ingredientes como leche
en polvo, proteinas lacteas en polvo, grasa vegetal, sales fundentes, emulsificantes,
estabilizantes y otros. Estos productos provenientes de la gran industria actualmente,
dominan el mercado de los quesos en México (Cervantes y Villegas, 2013).

En un estudio de Cervantes y Villegas (2013) se dio a conocer una clasificacién de quesos
genuinos (cuadro 1) de acuerdo con el medio fisico y climéatico de las regiones de origen,

obteniéndose quesos de las planicies templadas.
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Cuadro 1. Algunos quesos mexicanos genuinos, clasificados segun el tipo de regidn geografica de

produccion.
Quesos de las
planicies ngsols Quesos de Sierra Quesps del
templadas Tropicales Desierto
Quesillo de Queso de poro Quifio gr?té{]aalriigg)n de Queso
Reyes Edtla de Tabasco ge oy Chihuahua
Michoacan)
Queso adobera . Queso Asadero
de los Altos de Queso crema Queso de la sierra de de

de Chiapas Durango

Jalisco Aguascalientes

Quesos de aro Queso cotjade  Queso adoberadela  Queso afiejo de

Chiapas Sierra Amula Zacatecas
Queso panela ngsgs?rfli e Queso ahumado dela  Queso cocido
i Chiapags’ Joya de Sonora

Queso panela seco de

Queso Oaxaca enqrgztsaodo la sierra de Huajimic,
Nayarit
Queso de Queso de chiquihuite de
Queso asadero Tepeque, la sierra Huajimic,
Michoacan Nayarit
Quesos Queso guaje Queso criollo de hoja de
botaneros luna, Hidalgo
Queso tipo
manchego Queso jarocho
mexicano
Queso de aro de Queso
Edtla Zacazonapan
. Queso de tetilla
Queso Chapingo de Nayarit

Fuente: Cervantes y Villegas (2013).

En las queserias artesanales la mayoria de las veces el producto es elaborado a base de
leche cruda sin pasteurizar, empleando el proceso tradicional. Por lo general estos
guesos son de circulacion local o regional, tienen como mercado a los consumidores de
estos mismos espacios geograficos y actualmente clientes que buscan productos de
calidad respetando lo tradicional; por otro lado, las agroindustrias elaboran quesos en su

mayoria de imitacién (quesos tipo) destinados a consumidores con bajos ingresos
(Villegas y Cervantes, 2011).
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5.1.2. Quesos industriales

La NOM-121-SSA1-1994 define a los quesos como productos elaborados a partir de la
cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales,
con o sin adicion de crema, obtenida por la coagulacién de la caseina con cuajo,
gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y con o sin
tratamiento por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicion de fermentos
de maduraciéon, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles
opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos, los cuales por su proceso
pueden ser: fresco, madurado o procesado. De acuerdo con lo establecido por la norma

referida, los quesos se encuentran clasificados como se observa en el cuadro 2 de

acuerdo a su procesamiento.

Cuadro 2. Clasificacion de quesos de acuerdo al tipo de proceso.

Tipo de

proceso Tipos de quesos

Frescales
Frescos de pasta cocida

acidificados

madurados
prensados de
pasta dura

Madurados madurados
prensados

maduracion con
mohos

fundidos

fundidos para
untar
Modificado de la NOM-121-SSA1-1994

Procesados

panela, canasto, sierra, ranchero, fresco, blanco

Oaxaca, asadero, mozzarela, del morral, adobera
cottage, crema, , doble crema, petit suisse,

afiejo, parmesano, cotija, reggianito
Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego, Brick,

Emmental, Cheshire, Holandés, Amsterdam,
Butterkase, Coulomiers, Dambo, Erom, Friese,

Havarti, Harzer-Kase, Herrgardsost, Huskallsost,
Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone, Port Salut,
Romadur, Saint Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter,

Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort, Danablu,
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Ejemplos

enchilado, adobado

nuefchatel

Edam, Gouda, Gruyere,

Fynbo,

Bola, Jack.

Limburgo, Brie



La elaboracién de queso se ha realizado desde hace siglos de manera artesanal en
condiciones poco higiénicas. En la actualidad la elaboracion de queso de forma artesanal
en paises desarrollados se lleva a cabo cumpliendo todas las reglas de higiene y
mediante la uso de equipos que facilitan su fabricacion. La mayor parte de la produccion
de quesos proviene de industrias en las cuales cuentan con tecnologias modernas, cada
etapa se encuentra estandarizada y las garantias higiénicas son muy altas. (Madrid,
1994).

Madrid (1994) nos indica que para llevar a cabo la elaboracién del queso, son necesarios

ciertos ingredientes basicos ademas de la leche:

e Cultivos de levaduras o bacteria acido lacticas.
e Cuajo, acidos o enzimas coagulantes.
e Sal.

e Aditivos autorizados, segun cada tipo de queso y segun la legislacién de cada pais.

La elaboracion de queso es una forma de conservacion de las proteinas de la leche, asi
como de la materia grasa, al igual que el calcio y fésforo, y sus propiedades
organolépticas y nutritivas son aceptadas por el hombre en casi todas las regiones del
mundo. Existen muchos tipos de quesos, estos varian segun la naturaleza de la leche y
la tecnologia aplicada. (Mahaut et al., 2003). Monroy (2011) da a conocer la técnica para

elaboracién de queso de cabra a partir de un estudio de campo (figura 1).

La leche que es empleada para elaboracion de quesos y otros productos lacteos debe
provenir de animales que se encuentren sanos y bien alimentados, estar libre de materia
extrafia, presentar color caracteristico del producto y estar exenta de olores y sabores
extrafios. Se considera como no apta para consumo cuando sus caracteristicas fisicas y
guimicas u organolépticas se encuentran modificadas y fuera de los limites previstos en
la Norma Oficial Mexicana NOM-093-SSA1-1994 y cuando los microorganismos
patogenos rebasen los limites establecidos por dicha norma (Perdomo, 2010).
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Reposo 40- 60

Ordefio Colado de la leche Cuajado min
Movimiento Calentamiento 35-
Salado — Moldeado — constante — 409C, 10-25 min
Almacenamiento , Venta.

Figura 1. Proceso de elaboracion de queso de cabra (Monroy, 2011).

5.2. Caracteristicas organolépticas de la leche

En la leche existen muchos factores que son muy importantes, como las propiedades
fisicas y quimicas, pero cabe resaltar que las caracteristicas organolépticas en la leche
también son muy importantes; se caracteriza por el color blanco, y cuando se observa de
un color diferente nos indica que hay presencia de microorganismos o alguna alteracion;
el sabor en la leche es dificil de definir ya que no es acida ni amarga, se caracteriza por
ser un poco dulce gracias a la lactosa; el olor de la leche es también caracteristico, es
decir, no existe una definicién de esta, ya que la leche es un producto muy alterable y
con facilidad adquiere sabores u olores que se derivan de los alimentos consumidos por
el animal (Rodriguez y Echeverria, 2009).

La leche cruda favorece el crecimiento de microorganismos, aunado a esto, la microflora
influye sobre la calidad de la leche cruda. Estudios demuestran que los principales
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factores, responsables de los casos de brotes de intoxicaciones por alimentos son

basicamente derivados del manejo deficiente de ellos. (Monroy, 2014).

5.3. Microbiologia de la leche

La variedad microbiologica en la leche cruda se considera esencial para la riqueza
sensorial y la variedad de los quesos tradicionales. Algunos son los responsables de los
defectos en los quesos o de los riesgos a la salud de los consumidores. Las BAL se
encuentran como los microorganismos mas importantes en la leche debido a sus
propiedades benéficas, ya que son las encargadas de la transformacion de la lactosa y
de brindar la tipicidad y caracteristicas sensoriales genuinas de cada queso (Castillo,
2014).

5.3.1. Hogos y levaduras

Los hogos presentan una estructura filamentosa con ramificaciones y las levaduras son
microrganismos cuyo crecimiento es unicelular, suelen crecer a 25°C. Se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza formando parte de la flora normal de los
alimentos y como agentes contaminantes en equipos sanitizados inadecuadamente.
Estos microorganismos provocan el deterioro fisicoquimico del alimento al metabolizar
carbohidratos, acidos orgéanicos, proteinas y lipidos, lo cual puede originar mal olor,
alteraciones del sabor y del color en la superficie de los productos contaminados. Pueden
sintetizar metabolitos téxicos termorresistentes, con capacidad de alterar sustratos

desfavorables y propiciar el crecimiento de bacterias patdégenas (Monrroy, 2011).

Los hongos y levaduras se encuentran en la leche cruda, pero son incapaces de
sobrevivir a la pasteurizacién, la presencia de estos microorganismos en la leche y otros
productos lacteos es originada principalmente durante la elaboracion. La contaminacion
por hongos y levaduras de diversos productos lacteos y quesos es debida a que éstos se
encuentran en el medio ambiente como en las paredes, estantes de maduracion, aire,
equipos, agua, etc., los cuales provocan periédicamente problemas tanto econémicos

como sensoriales (Godic y Vengust, 2007).

Lo hogos no se consideran de gran importancia en la leche liquida, ya que suelen
desarrollarse en los productos lacteos, sobre todo en la superficie y en la partes que se



encuentran en contacto con el aire, algunos de estos géneros son Penicilinum y
Geotricum candidum. Las levaduras suelen encontrarse en la leche cruda, las cuales son
generadoras de gas, puede llegar a producir algo o nada de alcohol, ademas de provocar
sabores indeseables en los productos lacteos. Los hongos ascomicetos, se encuentran
con mucha menos frecuencia que las bacterias en la leche (Villegas, 2004). Las levaduras
son las causantes de leche espumosa, se encuentra en algunos quesos como el kéfir y

en leches condensadas (Charles, 1986).

En los algunos casos la presencia de estos microrganismos resulta ser indispensable, ya
gue gracias a ellos es posible obtener las caracteristicas deseadas en algunos quesos

como es el caso del Camembert y Cabrales. (Villegas, 2004).

5.3.2. Bacterias mesofilas

Las bacterias mesofilas se caracterizan por su temperatura de crecimiento que oscila
entre 20-30°C, con un 6ptimo a 30°C, y tiempo de incubacion entre 18-24 horas. En este
grupo se encuentran géneros tales como Lactocuccus lactis sub lactis, Lactococcus
lasctis sub cremoris y Leuconostoc mesenteroides sub cremmoris (Gaitan, 2013; Parra,
2010). Se utilizan en particular para la fabricacion de quesos frescos como: quarg, feta,
cottage; quesos de pasta blanada: camembert, brie, pont, I'Evéque, coulommiers; quesos
duros de pasta prensada: chedar, gouda, edam; o de quesos de pasta azul: roquefort
(Mora y Garcia, 2007).

5.3.3. Bacterias Acido LAacticas

La elaboraciéon de productos fermentados se inicié por los pueblos ndmadas de las
regiones de Turquia, Asia central y Bulgaria, ya que transportaban la leche fresca en
estdbmagos de cabra (abomaso) en la cual se formaba una masa coagulada por la
quimosina producida y las bacterias presentes en la leche, ya que facilitaba el transporte
y la conservacion de la misma, por lo tanto esta ventaja hizo que se conservara dicha

tecnologia a lo largo de las generaciones (Olivera, 2011).

Las BAL fueron descubiertas en 1857 por Louis Pasteur, profesor de quimica y decano
de ciencias en la Universidad de Lille en Francia, al mismo tiempo que realizaba estudios
tras la consulta de los vinicultores de la region del por qué se les descomponia y



acidificaba el vino. Después de algunas semanas se descubrié que la sustancia que
alteraba los vinos era el acido lactico, obtenido por la fermentacion lactica
desencadenada por ciertos microorganismos. El término de “Bacterium acidi lactic” se
debe a Weigmamn, propuesto en 1889 para definirlas como bacterias que forman la leche
acida a partir del azucar de la leche (Mora y Garcia, 2007).

Las BAL forman parte de la microbiota natural en muchos alimentos y no existe ninguna
indicacién de que presenten algun riesgo para la salud del consumidor; por lo tanto, las
BAL, al igual que algunos de sus metabolitos se consideran como GRAS (Generally
Recognized As Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) de EEUU (Mora y
Garcia, 2007).

Estas bacterias son grupos que se encuentran representados por varios géneros, ya que
poseen algunas caracteristicas en comun como las morfolégicas, fisiologias vy
metabdlicas. Las BAL son conocidas por presentar formas especificas, es decir, se
representa como coco o bacilos. Estos microorganismos se conocen por tener diversas
aplicaciones como la fermentacion de productos lacteos, principalmente, carnes y
vegetales, también son utilizadas en la producciéon de vinos y cervezas (Ramirez et al.
2011) propiciando propiedades sensoriales y nutricionales a los productos alimenticios
(Parra, 2010).

Las BAL son definidas como microorganismos Gram positivos productores de acido
lactico, principal producto del metabolismo fermentativo de los carbohidratos. Se
caracterizan por no ser esporulados, microaerofilicos, anaerobios facultativos, ademas
poseen la capacidad de sobrevivir y desarrollarse en presencia de pH bajos (Gaitan,
2013; Ortiz, 2006). Una de las caracteristicas importantes es la ausencia de la enzima
catalasa, la cual degrada el peroxido de hidrégeno (H2032). Para llevar a cabo esta funcion
se necesita de un grupo porfirinico (citocromos) que las BAL son incapaces de sintetizar,
por lo tanto este tipo de bacterias no posee esta enzima. Se caracterizan por ser catalasa
negativa. Una particularidad debido a la ausencia de citocromos en las BAL, es que estas

se presentan en colonias de color blanco lechoso (Mora y Garcia, 2007).
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Las BAL son muy exigentes en su nutricion, pues requieren una gran cantidad de factores
nutritivos, se caracterizan por ser auxotrofas, es decir, requieren de una serie de
componentes que no pueden ser sintetizados por ellos mismos como aminoacidos,
péptidos, purinas, pirimidinas y vitaminas tales como vitaminas B: acido pantotenico,
biotina y &cido folico, por lo tanto dichos nutrientes deben encontrarse en el medio de
crecimiento. La mayor parte de las BAL obtiene su energia a partir del metabolismo de
los azlucares y compuestos relacionados fermentables, por lo cual su desarrollo se

restringe a ambientes ricos en azucares. (Olivera, 2011: Latorre, 2011).

Otras de sus propiedades es que ayudan a la formacion de sabores acidos, inhibicion de
algunos microorganismos patégenos, reducen el contenido de lactosa, ayudan a la
formacién de olores, algunas de ellas se identifican por la produccion de gas, lo cual es
muy importante para la formacion de ojos en algunos quesos, la protedlisis para la

maduracién de quesos y sobre todo para ser aplicados como probidticos. (Parra, 2010).

De acuerdo a su taxonomia, las BAL pertenecen al phylum Firmicutes, se cuenta con
alrededor de 20 géneros siendo 12 los mas representativos: Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus, Vagococcus, Aerococcus,
Alloicoccus, Tetragenococcus, Carnobacteriian y Weissella (Suarez, 2008; Mora y
Garcia, 2007)). Los cuatro géneros mas tradicionales son Streptococcus (actualmente
subdividido en Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus y Enterococcus), Lactobacillus,
Leuconostoc y Pediococcus, a los que se han sumado otros géneros como: Weissella,

Oenococcus, Tetragenococcus y Carnobacterium (Gaitan, 2013; Latorre 2011).

La energia celular de las BAL procede de la fermentacién de los carbohidratos para
producir acido lactico, en 1919 Orlan Jensen realizé la primera clasificacion de las BAL
en dos grupos de acuerdo a su metabolismo: homofermentativas estrictas y
heterofermentativas estrictas (Olivera, 2011), ademas de las heterofermentativas
facultativas (cuadro 3). También se clasifican de acuerdo a su desarrollo a diferentes
temperaturas, configuracion de &cido lactico, habilidad para crecer en altas

concentraciones de sal y tolerancia a la acidez y alcalinidad. (Mora y Garcia, 2007).
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Cuadro 3. Bacterias acido lacticas homofermentativas y heterofermentativas (Adadptada de Stililes y

Homofermentativas

Lactobacillus:

Lb. acidophilus

Lb. delbrueckii

bulgaricus

Lb. helveticus

Lb. jensenii

Lb. delbrueckii

lactis

Lb. faciminis

Lb. salivaricus

salivaricus

Lb. gasseri

Lb. gallinarium
Pediococcus

P. damnosus
P. bovis
P. thermophilus

Streptococcus

S. bovis
S. thermophilus

Lactococcus

L. latis ssp. lactis

L. lactis ssp. cremoris
L. lactis ssp. hordmiae
L. garviae

L. plantarum

Vagococcus

V. fluvialis
V. salmoninarum
Fuente. Ramirez (2005).

ssp.

ssp.

ssp.

Holzalpfel, 1997).

Heterofermentativas

Lactobacillus

Lb. brevis
Lb.buchneri

Lb. fermentum
Lb. reuteri
Lb.hilgardii

Lb. sanfrancisco
Lb. trichodes
Lb. fructivorans
Lb. collinoides
Lb. kefir

Lb. maleferementans

Leuconostoc

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

Heterofermentativas

facultativas

acetotolerans
hamsteri
casei
coryniformis
curvatus
plantarum
sake
paracasei
rhamnosus
alimentarius
agillis

Pediococcus

Lc.
Lc.
Lc.
Lc.
Lc.

amelibiosum
argentinum
lactis
mesenteriodes
gelidum

P. acidilactici
P. pentosaceus
P. damnosus
P. dextrinicus
P. inopinatus

Carnobaterium

C. divergens
C. mobile
C. gallinarum
C.pisicola
Weissella

W.confusus

W. paramesenteroides
W. confusus
W.halotolerans
W.minor

W. iridescens
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En las primeras, compuestos por los géneros Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus,
y Streptococcus, se obtiene exclusivamente acido lactico empleando la via glucolitica o
via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (figura 2); convierten 1 mol de glucosa en 2
moles de &cido lactico obteniéndose hasta un 85-95%. Estas bacterias poseen las
enzimas aldolasa y hexosa isomerasa y carecen de la fosfocetolasa (Martin et al., 2008;
Parrra, 2010).
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| FRUCTOSA6 FOSFATO | lactatos por molécula
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2 LACTATO ZNAD s

Figura 2. Via homofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas (Emdben-Meyerhoff-Parna)
(Parra, 2010).

Las bacterias heterofermentativas emplean la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-
PG/PK) o de las pentosas (figura 3) en la cual se produce solamente un 50% de &cido

lactico, al fermentar 1 mol de glucosa para formar 1 mol de acido lactico; ademas se
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obtienen cantidades apreciables de etanol, aldehido y diéxido de carbono. En este grupo
se encuentran los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus,

Leuconostos y Pediococcus (Martin et al., 2008; Parrra, 2010).
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Figura 3. Via heterofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas (via de las pentosas) (Parra,
2010).

La diferencia entre una via y otra es debido a la presencia o ausencia de la enzima
aldolasa, enzima principal en la glucdlisis. Las heterofermentativas no poseen la enzima
aldolasa, la cual rompe a la fructosa 1,6-difosfato. En su lugar, oxidan a la glucosa 6-
fosfato hasta 6-fosfogluconato y después lo descarboxilan hasta xilulosa 5-fosfato, y se
disocia en gliceraldehido 3-fosfato y acetil fosfato empleando la enzima fosfocetolasa. El

~ 31 ~



gliceraldehido 3-fosfato es convertido en acido lactico con la produccion de una molécula
de ATP (adenosina trifosfato). Por otro lado, el acetil fosfato acepta electrones del NADH
(Nicotinamida adenina dinucleoétido, forma reducida) generado en la formacion de xilulosa

5-fosfato, obteniéndose directamente etanol sin producir ATP (Mora y Garcia, 2007).

Las bacterias heterofermentativas facultativas tienen la capacidad de utilizar ambas vias,
siendo homofermentativo su metabolismo final. Utilizan la via EMP para la obtencion de
acido lactico. Si se modifican algunas condiciones de cultivo tales como la concentracion
de glucosa, pH vy la restriccion de nutrientes, se induce a la via 6-PG/PK causando la

fermentacién heterolactica (Ramirez, 2005; Mora y Garcia, 2007).

En la leche cruda se encuentra una gran variedad de microorganismos, como se
menciond antes, y algunos resultan ser benéficos, como las BAL, y otros perjudiciales
para la salud. La pasteurizacion es un tratamiento para la reduccién de la flora microbiana
en la leche asegurando una mejor calidad higienico-sanitaria. Sin embargo, algunas
bacterias y enzimas beneficiosas para el desarrollo de las caracteristicas en los quesos

pueden ser destruidas (Faria et al, 2000).

5.4. Pasteurizacién en la leche para quesos

En la elaboracion de queso a partir de leche sin pasteurizar y bajo procedimientos de
manufactura tradicional, se encuentra una diversa y rica microflora; la calidad del queso
depende basicamente de la composicion de la microflora presente. La diversidad de las
bacterias que participan en la elaboracién de los quesos, es considerado como un factor
fundamental para mantener las caracteristicas tipicas de los quesos tradicionales (Marino
et al, 2003).

La pasteurizacion de la leche permite obtener mejores productos lacteos, con
caracteristicas higiénicas, debido a este proceso se destruyen la mayor parte de los
microorganismos patdégenos que podrian estar presentes en la leche bronca (Ramos et
al, 2009). Los microorganismos patogenos se eliminan por tratamiento térmico de
pasteurizacion lenta (LTLT) y pasteurizacion rapida (HTST), Mycobacterium tuberculosis

se considera como el patdgeno mas termorresistentes en la leche, esta bacteria no
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sobrevive a la pasteurizacion, en el cuadro nimero 4 se mencionan los principales

patdgenos que pueden hallarse en la leche cruda (Villegas, 2004).

Cuadro 4. Patégenos que pueden hallarse en la leche cruda

TMT(tiempo de muerte térmica a 60°C)

Mycobacterium tuberculosis 20 min
Brucella abortus 10-15 min
Shigella dysenteriae 10 min
Salmonella typhosa 2 min
Corynebacterium diphteriae 1 min

Fuente: Villegas, 2004

Al aplicar este proceso térmico en la leche no solamente se eliminan bacterias
indeseables, como las patdégenas, también se disminuye la concentracion de BAL y
enzimas enddgenas que se encuentran presentes en la leche cruda (Rangel, 2011), lo
que resulta en uno de los efectos mas significativos, ya que al elaborar quesos requeridos
con las mismas caracteristicas de aquellos que son producidos con leche cruda, es
necesario la reposicion de estos microrganismos benéficos que se han destruido por el

calentamiento (Ortigosa et al, 2001).

Los consumidores aprecian los quesos artesanales por sus singulares caracteristicas de
sabor y aroma, que es generalmente atribuida a la actividad metabdlica de la microbiota
autoctona presente en la leche cruda. La utilizaciébn de cultivos lacticos comerciales
ayuda a llevar a cabo el proceso de acidificacion, pero generalmente son asociados con
otras propiedades organolépticas, puesto que estos microorganismos son seleccionados
de quesos de otras regiones. El uso de cultivos lacticos industriales, en sustitucion de la
microflora autéctona, podria efectuar la perdida de cepas autéctonas a largo plazo
(Ramos et al, 2009). La principal aplicacion de las BAL como cultivos iniciadores en la
industria lactea ha sido para obtencion de yogurt y diversos quesos madurados (Cabeza,
2010).
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5.5. Cultivos iniciadores

5.5.1. Historia

Los cultivos lacticos se originaron en el siglo XVIII en Asia, Africa y Europa, al observar
la coagulacion y la presencia de sabores diferentes en la leche al ser almacenada durante
algunos dias, selecciondndose aquellas que presentaban mejor sabor para inocular la
leche al dia siguiente (Parra, 2010; Olivera, 2011). En 1873 Lister aisl6 un cultivo iniciador
puro y confirmo el papel de los microrganismos en la fabricacion de los quesos, en 1890

comienza la aplicacion tecnoldgica de los cultivos iniciadores (Castillo, 2014).

Los cultivos iniciadores estan definidos como aquel cultivo que se encuentra formado por
una o varia cepas activas con la capacidad de multiplicarse en cierto alimento, los cuales
propician la acidificacion rapida del medio en el que se encuentra y se afiaden para
acelerar y conducir la fermentacion de un alimento, producen cambios especificos como
aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad, digestibilidad y aspecto de los alimentos
(Ramirez, 2005; Olivera, 2011).

Las bacterias que son seleccionadas para para formar parte de un cultivo iniciador tienen
la funcion de determinar las caracteristicas de los productos finales, por lo tanto, la
industria ha centrado sus esfuerzos en: (a) la seleccién de bacterias lacticas con las
propiedades adecuadas; (b) conseguir estarteres con la cepas adecuadas en las
proporciones correctas; y (c) mantener la composicion de los cultivos iniciadores (Walstra
et al, 2001).

Tradicionalmente un cultivo iniciador o estarter se obtiene, mediante la incubacion de las
bacterias lacticas en la leche a una temperatura adecuada. El cultivo se mantiene por
propagacion y crecimiento en un medio nuevo de leche. En la actualidad la leche es
sustituida por medios de cultivos especiales, esto con el fin de evitar la multiplicacion de
fagos durante la preparacion de cultivos iniciadores (Walstra et al, 2001). Los cultivos
iniciadores dan lugar a (Castillo, 2014):

e La acidificacion de la leche y, por consiguiente, disminucion de pH.
e Produccion de enzimas proteoliticas, para llevar acabo la descomposicion de las

proteinas durante la posterior maduracion.



e Produccion de enzimas lipoliticas, para efectuar la descomposicion de la grasa
para permitir la maduracion del queso.

e Aparicion de sustancias aromaticas tipicas de los queso

Los cultivos de BAL son comunmente empleados como iniciadores para la elaboracion
de productos lacteos fermentados (Agudelo et al, 2010) (Cuadro 4), ademas de su
habilidad para acidificar, brindar textura, sabor y aromas (Parra, 2010). Las BAL que
suelen emplearse como cultivos iniciadores en quesos pertenecen a los géneros
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc y Lactobacillus (Walstra et al, 2001). Este tipo
de microorganismos también son empleados en el procesamiento de carnes , bebidas
alcoholicas y vegetales para la obtencion de productos como salchichas, jamones,
curados, vinos, cervezas, licores fortificados, aceitunas, encurtidos, entre otros (Carrera,
2015) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Bacterias acido lacticas utilizadas en la elaboracién de productos lacteos.

Productos Bacterias principales Usos
Lactobacillus bulgaricus,

. ! Provee sabor, gusto suave
Lactobacillus casei, 9 y

delicado y promueve la cuajada,

Yogurt Lactobacillis acidophilus, . . o e
mejora la digestion, absorcién,
SUCICIEIEETS contribuye a promover la salud
thermomophilus yeap
Bebidas Streptococcus lactis, - .
: Adiciona sabor, contribuye a
fermentadas a base Streptococcus cremoris,
: ) promover la salud.
de leche Lactobacillus helveticus
Streptococcus lactis, .
Promueve el cuajado, provee
Quesos Streptococcus
: N aroma y sabor
diacetilactis
Mantequilla Lactobacillus lactis, Promueve moderado sabor
Streptococcus :
madurada . N agrio y aroma
diacetilactis

Streptococcus lactis,

) Promover sabor caracteristico
Streptococcus cremoris,

(pequenas cantidades de

Crema acida Leuconostoc cremoris, acetaldehido randes
Streptococcus lactis ssp. . y9 ;
: o cantidades de diacetilo
diacetilactis

Promueve moderado sabor
Yakult Lactobacillus casei agrio y aroma. Contribuye a
promover salud.
Fuente: Hernandez, 2011.
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Cuadro 6. Utilizacion de las principales bacterias acido lacticas.

Género Principales especies y aplicaciones

S. lactis, S, cremoris. Mantequilla, queso, Yogurt.

SUERICEOCEE S. thermohilus. Yogurt, queso.

P. Cervisiae. Cerveza y carne procesada

Pediococcus P. halophilus. Salsa de soya

L. mesenteroides, L. citrovorum. Alimentos fermentados,

Leuconostoc  ,
produccion de dextran

L. bulgaricus. Yogurt bebidas fermentadas a base de leche

L. helveticus. Queso, yogurt, bebidas a base de leche fermentada

L. acidofiphilus. Yogurt, bebidas a base de leche fermentadas,

preparacion de Lactobacillus.

L. casei. Quesos, leche refinada, bebidas a base de leche

fermentada, preparacion de lactobacilus.

L. plantarum. Diversos alimentos fermentados, ensilajes.

L. fermenti y L. brevis. Productos fermentados

Lactobacillus

B. bifitum, B. infantis, B. longum. Leche fermentada, preparacion
de leche fermentada.

Fuente: Hernandez, 2011.

Bifodobacterium

Generalmente la seleccion de las cepas lacticas autéctonas ha ayudado a obtener
productos lacteos que presentan caracteristicas similares a los productos elaborados con
leche cruda. El interés de estudiar los cultivos lacticos autéctonos es debido al empleo
en la produccion industrial de quesos tradicionales, con el fin de conservar sus
propiedades tipicas y ser simultdneamente mas seguros desde el punto de vista higiénico
(Ramos et al, 2009).

5.5.2. Selecciodn

Muchos autores afirman que la basqueda de un cultivo iniciador es un proceso dificil que
requiere no solamente de un estudio ecoldgico de los ecosistemas naturales de
fermentacién para conocer la microbiota presente, sino también del estudio para
determinar las propiedades tecnoldgicas y fisiologicas de las cepas predominantes, para
seleccionar aquellas que poseen las mejores caracteristicas para ser empleadas a nivel
industrial (Nieto, 2010).
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Las caracteristicas deseables de un cultivo iniciador para ser utilizados en la elaboracién
de quesos son las siguientes: capacidad acidificante, ausencia de patdgenos,
temperatura de crecimiento optima, osmotolerancia, habilidad de producir cambios
deseados, habilidad de dominar la microbiota competitiva, facilidad de propagacion,
facilidad de preservacion, estabilidad de las propiedades deseables durante los
subcultivos y el almacenamiento. Los productos obtenidos deben tener caracteristicas
organolépticas aceptables y propias, competitividad tecnoldgica y viabilidad economica
(Nieto, 2010).

La primeray la principal funcién de los cultivos en la elaboracién de productos lacteos es
la formacién de acidos organicos, principalmente acido lactico, lo cual conduce a la
disminucion del pH lo que facilita la coagulacion de la leche, texturizacion de la cuajada
y ademas inhibe el desarrollo de microorganismos patdgenos de manera eficaz (Mora y
Garcia, 2007).

5.5.2.1. Acidez y pH

Las condiciones Optimas de crecimiento indican que, a pesar de tolerar valores de pH
acidos, cuando el medio se va acidificando debido a su crecimiento el numero de
especies capaces de sobrevivir disminuye. La mayoria crece e incluso prefiere valores
de pH comprendidos entre 4.0 y 4.5, algunos géneros son capaces de crecer a un pH de
3.9, como Lactobacillus plantarum o Lactobacillus brevis, y otros se desarrollan en un pH
de 9.2 y 9.6, como Streptocuccus lactis, Streptococcus thermophilus y aquellas del

género Carnobacterium (Nieto, 2010).

La acumulacion de acido lactico y otros acidos organicos que son producidos por las BAL
provocan una reduccion de pH del ambiente, propiciando un efecto inhibitorio de
bacterias gram positivas y gram negativas. La forma no disociada del acido lactico puede
penetrar con mayor facilidad la pared celular microbiana, donde el pH mas alto del
contenido celular promueve la disociacion, dando lugar a la liberacion de iones de
hidrogeno hacia el anion correspondiente; de modo que ambos iones interfieren en el
metabolismo e inhiben el crecimiento celular (Ramirez et al.,, 2011). El efecto

antimicrobiano de los acidos organicos radica en la disminucion del pH (Gaitan, 2013).
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5.5.2.2. Inhibicién

Durante el periodo de crecimiento de las BAL se producen sustancias que inhiben el
crecimiento de otros microrganismos. Esta es una caracteristica para la destruccion de
bacterias indeseables o patégenas en la fabricacion de alimentos (Gaitan, 2013). Las
BAL tienen la capacidad de inhibir ciertos patdégenos (cuadro 6), tales como:
Staphylococcus aureus, Llisteria monocytogenes y Salmonella sp (Victoria et al., 2006)

Cuadro 7. Actividad antimicrobiana de diversas cepas de BAL frente a bacterias patégenas y no
patégenas

Cepas de BAL Microorganismo antagonista

E. coli, S. aureus, St. pneumoniae, B.
mycoides, B. subtilis, B. cereus.
Micrococcus flavus, Salmonella paratyphi
A, Ps.aeruginosa, S. aureus.

Lactobacillus helveticus

Lactococcus lactis subsp lactis

Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei

Lactobacillus acidophilus Cl. Sporogenes
Fuente: Cabeza, 2006

S. aureus.

La actividad antimicrobiana de las BAL se relaciona con la acumulacion de los productos
finales de los procesos de fermentacién, como acido lactico, diéxido de carbono, peroxido
de hidrégeno o a la produccién de bacteriocinas (Martin et al., 2008). En la leche de cabra,
al igual que en la bovina, puede ser un vehiculo importante de microorganismos
patdgenos, incluyendo aquellos debidos a contaminacion primaria, como Staphilococcus
aureus y enterococos. En cuanto a la contaminacion secundaria, se destacan Escherichia

coli, Salmonella y Listeria monocytogenes (Araya et al, 2008).

La acumulacién de acido lactico facilita la coagulacién de la leche y la posterior formacion
de la cuajada, ademas de prevenir el crecimiento de microorganismos perjudiciales o
patogenos. La actividad de los compuestos antimicrobianos que son producidos por las
BAL es muy amplio, incluyendo a varias especies pertenecientes al mismo grupo, por ello
es de suma importancia que exista una compatibilidad entre cepas, las cuales formen
parte de un cultivo iniciador asegurando que el proceso fermentativo no falle por esta

causa (Mora y Garcia, 2007).
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5.5.3. Grupos de cultivos lacticos

La elaboracion de queso implica el desarrollo y control en la fermentacion de la leche y
la cuajada, la cual se lleva a cabo por microorganismos que han sido especialmente
seleccionados, estos pueden ser clasificados en dos grupos: los que se encuentran
involucrados en la manufactura y la maduracion y aguellos involucrados en la maduracion

exclusivamente (Villegas, 2004).

Las bacterias que se encuentra involucradas en la manufactura y el afinado, una de sus
principales funciones es la produccion de &cido lactico, lo cual induce a una reduccion de
pH de la leche y la cuajada, esta microflora formada por BAL son llamados iniciadores o
estarteres. Aguellos microorganismos que Unicamente se encuentran involucrados en la

maduracion incluyen otras bacterias no iniciadoras, levaduras y mohos (Villegas, 2004).

Algunas de las ventajas de los cultivos no se refieren simplemente a la reduccion del
tiempo de fermentacion, sino ademas disminuye la probabilidad de producir alteraciones
y permitir la obtencion de productos de mejor calidad organoléptica, mas estables y
homogéneos. La industria alimentaria que se relaciona con la produccion a gran escala
de productos fermentados utiliza casi exclusivamente cultivos iniciadores que contienen
cepas definidas o el empleado de iniciadores con una mezcla de cepas desconocidas
(Nieto, 2010).

El cultivo iniciador es una de los principales factores que permiten presentar la calidad y
las propiedades deseadas del producto final, el incorporar el cultivo depende del tipo de
queso que se desea elaborar. Si este es de pasta blanda se emplean cultivos de
acidificacion rapida que se encuentran compuestos por Lactobacillus lactis ssp. lactis y
Lactococcus lactis ssp. cremoris. En quesos de pasta dura y firme se emplean cultivos

con capacidad proteolitica y lenta produccion de &cido (Castillo, 2014).

Las preparaciones que son empleadas como cultivos iniciadores se clasifican de acuerdo
a diversos aspectos tecnoldgicos como lo son: velocidad de acidificacion, protedlisis,

composicién y temperatura de crecimiento (Mora y Garcia, 2007).

Villegas (2004), clasifica al cultivo iniciador en base a dos criterios muy importantes:
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1.- Segun los productos naturales de su metabolismo:

a) Cultivos acidificantes. Se encuentran compuestos por bacterias
predominantemente acidificantes de una especie o0 mas, como lactococcus
lactis ssp. lactis y lactococcus lactis ssp. cremoris, juntas; Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus, solo o acompafado con lactobacillus delbriieckii
ssp. Bulgaricus y/o Lactobacillus helveticus.

b) Cultivos aromatizantes. Se encuentran especies heterofermentativas ademas
de producir cierta cantidad de acido lactico, producen sustancias aromaticas,

en una mezcla de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris.
2.- Segun la pureza del cultivo, en cuanto a tipo y numero de especies o subespecies:

a) De cepa simple: cuando se encuentra una sola especie, Lactococcus lactis o
Lactobacillus helveticus.

b) De cepa mudltiple: bacterias del mismo género, pero de diferentes especies o
subespecies. Lactococcus lactis ssp. lactis y Lactococcus lactis ssp. cremoris.

c) De cepa mixta: mezcla de diferentes géneros, v.g. Streptococcus salivaricus ssp.
thermophilus y Lactobacillus delbriickii sssp. bulgaricus.
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VI.- MATERIALES Y METODOS
6.1. Aislamiento, identificacion y conservacion de las BAL

6.1.1. Aislamiento de las BAL

Para llevar a cabo el aislamientos de las BAL se tomaron muestras de leche, cuajo y
queso de las queserias en los ejidos el Recreo y Jagley de Ferniza pertenecientes al
municipio de Saltillo y del ejido de Chapultepec ubicado en Arteaga. Para la obtencién de
las bacterias, se tomaron 10 gr/mL de queso, leche y cuajo, los cuales fueron diluidos en
90 mL de agua peptonada. Las diluciones seriadas se realizaron en cada una de las
muestras de leche, cuajo y queso hasta la dilucién 104 en cada una de las muestras. Las
diluciones 102, 103,10 fueron sembradas por duplicado por el método de superficie en

placa en medio agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (figura 4).

Figura 4. a) Muestras de leche, cuajo y queso para extracciéon de las cepas, b)
dilucion de cada una las muestras

Las placas fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis de 24 a 48 h a 35°C.
Después del periodo de incubacién, al observar el crecimiento de microorganismos en la
placa en cada una de las diluciones se seleccionaron cinco colonias con caracteristicas
diferentes de cada muestra, estas fueron identificadas con las iniciales de la muestra
proveniente, ejido y nimero de colonia elegida (figura 5). Cada una de las colonias
seleccionadas, fue sembrada en medio de agar MRS por el método de estria cruzada
(figura 6) e incubada a una temperatura de 35°C por 24 h en anaerobiosis para su
posterior identificacion (Heredia, 2011; Tuncer, 2009).
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Figura 5. a) Siembra en agar MRS de las muestras diluidas, b) muestras
incubadas en anaerobiosis, c) seleccion de las cinco colonias de cada muestra.

Figura 6. Siembra de las BAL por el método de estria cruzada.

6.1.2. Identificacién de las BAL

6.1.2.1. Tincion Gram

La tincion de Gram se llevé a cabo segun lo propuesto por Cristian Gram (1884). Para
realizar el frotis se tomé una pequefia muestra de cada colonia con la ayuda de un asa
bacterioldgica, se diluy6é en una gota de agua destilada en un portaobjetos y se fijé con

calor. Se agreg6 una gota de cada uno de los colorantes empleados (cristal violeta, lugol,
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alcohol-cetona para decolorar y safranina) durante un minuto, los colorantes fueron
lavados después con agua destilada. Se coloco una gota de aceite de inmersion y se
observd al microscopio a 100x. (Mora y Garcia, 2007). Las bacterias seleccionadas,

fueron aquellas que al observarse en el microscopio fueron Gram positivas (color azul).

6.1.2.2. Prueba de la catalasa

Para la prueba de la catalasa se utilizé peroxido al 30%, esto se realizé colocando una
gota de peréxido sobre un portaobjetos, tomando una muestra de cada una de las
colonias, se disolvié en la solucion de perdxido y se identificaron aquellas que resultaron
ser catalasa positiva por la formacién de burbujas y catalasa negativa sin presencia de

burbujas, caracteristica propia de las BAL (figura 7) (Gonzalez, 2011).

Figura 7. Prueba de la catalasa a) catalasa negativa, b) catalasa positiva

6.1.3. Conservacion de las BAL

Cada una de las muestras seleccionadas, segun la caracterizacion indicada
anteriormente, fue conservada utilizando el método de congelacion empleando un

temperatura de -20°C para su posterior uso en las siguientes pruebas.

Para llevar cabo la conservacion de las BAL, se inocularon 5 mL de caldo MRS con 50uL
de las BAL aisladas, estas fueron incubadas a 35°C de 18 a 24 h. Después del periodo
de incubacion, fueron transferidos 1.5 mL del caldo MRS en tubos eppendorf de 2 mL,

los cuales fueron centrifugados a 5,000 rpm a 10°C por 5 min. Al término de la
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centrifugacion se rescatd Unicamente el paquete celular y el sobrenadante fue
desechado. El paquete celular se re-suspendié en una mezcla de 500 uL de caldo MRS
estéril y 500uL de glicerol al 40% (v/v), mezclado con la ayuda de un vortex y finalmente

etiquetado para su conservacion a -20°C. (Sanchez y Corrales, 2005).
6.2. Caracterizaciéon de las BAL

6.2.1. Actividad acidificante

Las cepas de BAL fueron reactivadas en tubos con 2 ml de caldo MRS estéril, agregando
el 1% del in6culo (0.02 mL o 20 pL) (figura 8), incubadas a 35°C durante 24 h en

anaerobiosis.

Figura 8. Reactivacion de las cepas.

Para la evaluacion de la actividad acidificante se utilizaron las cepas reactivadas, leche
descremada light de la marca Svelty y tubos de 50 mL. La leche fue preparada de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (110 gr en 890 mL de agua). Una vez preparada la
leche, se esterilizé a 121°C durante 15 min. Se agrego el 1% de indculo (0.50 mL o 500
pL), los tubos fueron incubados a una temperatura de 35°C durante 24 h (figura 9). La
acidez se determiné en cuatro periodos de tiempo, alas 0, 6, 12, 24 y 48 h de incubacion
realizando tres repeticiones por cepa. El acido lactico fue determinado por medio de
titulacion con NaOH al 1% y fenolftaleina como indicador. Los resultados fueron
expresados en % de acidez (Guerrero et al ,1997).
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Figura 9. Incubacién de la leche inoculada y titulacién de cada una de las muestras a diferentes periodos
de tiempo.

6.2.2. Capacidad de Inhibicion de bacterias patégenas

Las cepas se reactivaron en tubos con 2 mL de caldo MRS estéril, agregando el 1% del

in6culo (0.02 mL o 20 pL), incubadas a 35°C durante 24 h en anaerobiosis.

Las bacterias patdgenas empleadas para llevar a cabo esta evaluacion fueron Salmonella
ssp., S. aureus y E. coli, la técnica empleada fue la de difusion en hoyo. Las bacterias
patégenas fueron reactivadas en 3 mL caldo nutritivo estéril, este fue inoculado con el
1% del material celular (0.03 mL o 30 uL), se incubaron a 35°C por 24 h. Posteriormente
se realizé una mezcla empleando 200 uL de las bacterias patdgenas y 20 mL de agar
nutritivo previamente esterilizado y se vertié en cajas petri estériles. Al encontrarse la
mezcla solidificada, se realizaron hoyos de 10mm en el agar con ayuda de una

micropipeta Pasteur estéril (figura 10).

Los hoyos fueron cubiertos con 180 pL de material celular de las BAL realizando tres
repeticiones para cada cepa. Se incubaron a 35°C por 24 h. El diametro del halo de

inhibicién se midié y fue reportado en cm (Vinderola et al, 2007).

6.2.3. Produccion de COz (identificacién bioquimica de las BAL de acuerdo al tipo
de fermentacién producida)

Para esta prueba se emplearon tubos pyrex con 5 mL de caldo MRS y campanas Durham

invertidas (figura 11), los cuales fueron esterilizados a 121°C por 15 min, el medio fue

inoculado con el material celular de las BAL al 1% (0.05 mL o 50 pL), se realizaron tres
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repeticiones por cada cepa. Se incubaron a 35°C por 48 h, el gas retenido indica que hay

produccién de CO2 (Ramos et al., 2009).

Figura 10. Técnica de difusion en hoyo para inhibiciéon de bacterias.

Figura 11.Tubo estéril con campanas Durham invertidas.

6.2.4. Produccién de aroma en leches fermentadas inoculadas con BAL

Las leches fermentadas, las cuales fueron elaboradas a partir de las cepas aisladas,
fueron evaluadas mediante una evaluacion sensorial, esto con el fin de seleccionar
aquellas que son capaces de producir aromas tipicos lacteos, ya que estas pudiesen
figurar como las responsables de proporcionar el sabor del queso artesanal de cabra.

Para la fermentacion de las leches, se utilizo leche light de la marca Svelty en tubos de
15mL, se esterilizaron a 121°C durante 15 min y fueron inoculados al 1% (0.05 mL de
in6culo en 5mL de leche) con las cepas de BAL previamente aisladas, se incubaron a
35°C por 24 h. Para la evaluacion sensorial de las leches fermentadas, se realiz6 una
prueba de bombardeo utilizando tres jueces expertos, cada uno de los panelistas evalu6

el aroma producido por las leches fermentadas, seleccionando asi aquellas que
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presentaron aromas tipicos a lacteos como yogurt, mantequilla, queso, crema, etc.
(Heredia, 2011).

6.3. Preparacion de BAL para elaboraciéon de queso pasteurizado de cabra

Para llevar a cabo la elaboracion de queso artesanal de cabra, se determinaron
parametros importantes, los cuales fueron las curvas de calibracion y la de crecimiento
de las BAL. Estas técnicas se llevaron a cabo segun lo descrito por Diaz (2011). Cabe
mencionar que para la elaboracion del queso solo se seleccionaron las cepas que, segun
los jueces expertos, se identificaron como productoras de olores lacticos caracteristicos,
asi también cepas que presentaran alta acidez, por consiguiente una elevada produccion
de acido lactico, obteniéndose como resultado buena capacidad de inhibiciéon de

bacterias patégenas.

6.3.1. Curva de calibracién

La curva de calibracién se obtuvo con el fin de conocer la concentracién de UFC/gr o la
cantidad de biomasa que se produce en cierta densidad Optica, para asi poder llevar a
cabo la curva de crecimiento, y observar el tiempo en el que los microrganismos se

encuentran en la fase final de crecimiento y la entrada a la fase estacionaria.

Para la obtencién de la curva de calibraciéon de las BAL, se emplearon matraces
Erlenmeyer de 200 mL, los cuales contenian 70 mL de caldo MRS y fueron inoculados al
1% de cultivo fresco de las BAL seleccionadas en caldo MRS, y los matraces fueron
incubados a 35°C. La primera lectura fue tomada después de las 2 h de incubacion, todas
fueron leidas en un espectrofotometro a 600 nm, tomando como blanco caldo MRS

estéril; las siguientes lecturas fueron tomadas a las 4, 8 y 12 h de incubacién.

La siembra en agar MRS es un método de medicion de biomasa para determinar el
namero de células viables (Diaz, 2011), para ello se realizaron diluciones seriadas en
cada tiempo de incubacion con el fin de disminuir la poblacion celular, posteriormente
fueron plagueadas las diluciones con el fin de contabilizar la cantidad de UFC que se
generaron en ese punto de la etapa de crecimiento de las bacterias (figura 12). Se
tomaron 1000 pL de las diluciones las cuales fueron extendidas en cajas Petri en medio
solido de agar MRS, incubadas a 35°C de forma invertida. Después del periodo de
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crecimiento se realizd el conteo de colonias en aquellas placas en las cuales se

observaron colonias contables.

Figura 12. Medicion de la densidad Optica y siembra en agar MRS de las BAL.

Al obtener las cuatro lecturas en el espectrofotdmetro en cada periodo de tiempo y las
colonias que fueron contables, se analizaron cada uno de los datos obtenidos de las dos

cepas, en la cuales se emplearon los datos de absorbancia (Y) y UFC/ mL (X).

6.3.2. Curva de crecimiento

Para obtener la curva de crecimiento de las BAL se emplearon matraces de 200 mL, se
inocularon 50 mL de caldo MRS con 1% de material biolégico de las BAL seleccionadas,
fueron incubados a 35°C, para analizar la evolucion de su crecimiento, se emple6 un
espectrofotometro para medir su densidad Optica cada hora por 24 h, finalmente se
graficaron cada una de las lecturas obtenidas para observar la curva de crecimiento que
las BAL seleccionadas presentaron. Esto con el fin de cuantificar las BAL al comienzo de

la fase estacionaria.
6.4. Elaboracion de queso pasteurizado de cabra utilizando las BAL seleccionadas

Los parametros para la elaboracion del queso de cabra fueron: temperatura de
pasteurizacion, porcentaje de inoculacién y de NacCl, y se utilizaron segun la metodologia
de Ramos et al., (2009), mientras que el procedimiento se siguié de acuerdo a la

metodologia usada por Monroy (2014) para la elaboracion del queso artesanal de cabra.
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El queso de leche de cabra se elabor6 utilizando las BAL seleccionadas, de acuerdo a
cada una de las pruebas realizadas anteriormente en el laboratorio de microbiologia del

Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la UAAAN.

Para la elaboracion del queso se empleé la siguiente secuencia metodologica:
pasteurizacion de la leche, coagulacion, desuerado, salado de la cuajada, moldeado, y
maduracion. La leche utilizada para la elaboracion del queso fue obtenida directamente
de los productores de queso artesanal de cabra de los ejidos visitados.

Las cepas seleccionadas para la elaboracion del queso se identificaron como QR2 y QJ2.
Se prepararon 4 quesos diferentes, el queso con la cepa QR2, el queso con la cepa QJ2,
un queso combinando ambas cepas (las cepas se encontraban en la etapa inicial
estacionaria) y un queso testigo. La leche fue pasteurizada a 72°C por un min
(pasteurizacién rapida), al finalizar el tiempo, se enfrié rapidamente hasta llegar a 40°C.
Posteriormente se llevd acabo la inoculacion de la leche al 1% con las bacterias
seleccionadas QR2 y QJ2 (9.0 log UFC/ ml 2.3 absorbancia y 9.0 log UFC/mL 1.9
absorbancia respectivamente). Para la elaboraciéon del queso combinado o sinergista se
empled el 0.5% de indculo de QJ2 y 0.5% de QR2 utilizando la misma proporcién de
UFC/mL y absorbancia descrita anteriormente, para la inoculacion posterior de la leche

El cuajado de la leche se realizé agregando 1mL de cuajo por cada 10 L de leche, se dejé
actuar por 10 min, se procedio al corte y desuerado, al obtener la cuajada se agregé NaCl
empleando 30g de sal por cada 10 L de leche, la masa obtenida fue moldeada en aros
metalicos, se dejo madurar en refrigeracion de 4°C durante toda la noche en charolas de

acero inoxidable previamente etiquetadas.

6.5. Evaluacién sensorial del queso de cabra

La evaluacion sensorial se llevo acabo de acuerdo a lo marcado por Hernandez (2007).
Para la prueba sensorial del queso de cabra inoculado con las BAL seleccionadas se
realiz6 una prueba de diferencia de control, con el objetivo de identificar si existia
diferencia alguna de las muestras contra el control empleando, para este caso fue el

queso testigo, utilizando un total de 20 jueces semientrenandos.
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La evaluacién consistio en presentar a los evaluadores pares de muestras de los quesos
previamente elaborados en cubos de aproximadamente 2cm? (figura 13), en cada par se
tenia un control y una de las muestras de los diferentes quesos. En las muestras
presentadas a los panelistas se incluyé el placebo (muestra compuesta del control contra
el mismo control, con la finalidad de que el panelista encontrara alguna diferencia), para
determinar si existia diferencia o no y el grado en el que se encuentra al momento de
evaluar empleando una escala categorica numérica. Los panelistas evaluaron la
magnitud de la diferencia entre cada muestra y el control, dicha diferencia fue expresada

en la escala mostrada en el cuadro 7.

Figura 13. Muestras de quesos y hoja de evaluacién presentada a los evaluadores.

Cuadro 8. Escala categérica numérica empleada en la evaluacion del queso pasteurizado.

Escala categérica
0 No diferencia
1

~No ok N

8

9 difrencia muy grande
Fuente: Hernandez (2007).
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6.6. Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos de actividad acidificante e inhibicion de bacterias patégenas
fueron analizados con el programa estadistico Minitab, utilizando comparacion de Tukey.
Los resultados arrojados durante la prueba sensorial del queso de cabra se analizaron
mediante un andlisis de varianza con un disefio de blogues completamente al azar
(P<0.05) empleando el software SAS.
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VII. - RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Aislamiento e identificacién de las de las BAL

Para la identificacion correcta de las BAL, de las cepas aisladas de las muestras
provenientes de cada una de las queserias se seleccionaron colonias que presentaron
una forma redonda y color blanco o cremoso, al realizar la prueba de tincion de Gram se
descartaron aquellas que fueron negativas (presentaron color rojo), catalasa positiva y
ausencia de citocromos en los microrganismos aislados. Se trabajo solamente con las
que resultaron ser catalasa negativa y tincion de Gram positiva como se muestra en la
figura 14 (Ramirez, 2005).

l l . ’

Figura 14. a) Tincion Gram de las cepas seleccionadas, b) prueba negativa de la catalasa.

a

Se aislaron un total de 27 cepas identificadas como BAL, y se trabajo con las 21 cepas
que crecieron en un periodo menor a 24 h. Derivado de esto, se encontro la presencia de
morfologias diferentes de cocos y bacilos debido a que esta es una de las principales
caracteristicas de las BAL. Se observaron cocos en racimos, cadenas y tétradas y bacilos
cortos, alargados y en cadenas, en algunas hasta mas de 5 bacilos. La caracterizaciéon e

identificacion morfolégica de las cepas identificadas como BAL se resumen en cuadro 8.

Se obtuvieron un total de 11 microrganismos en forma de bacilos y 10 con forma de
cocos, los cuales resultaron Gram positivos y catalasa negativa, principales
caracteristicas de las BAL (Ramirez et al, 2011). En cuanto a la observacion
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macroscopica de las colonias, en su mayoria se observaron pequefias, de color blanco y

textura cremosa como se observa en la figura 15 (Ramirez, 2005; Gaitan, 2013).

Cuadro 9. Caracterizacion e identificacion morfoldgica de las BAL de cada una de las queserias.

Identificaciéon de las cepas
Cepa Tincion Gram Catalasa Forma

QR1 . _ bacilo
QR2 . - bacilo
QR3 . _ bacilo
QR5 . _ bacilo
CR2 . _ bacilo
CR4 . _ coco
LR4 N - coco
QJ1 + _ coco
QJ2 . _ coCco
CJ2 . _ bacilo
CJ3 . _ bacilo
CJ4 . _ CcOCOo
LJ1 + - coco
LJ2 . - coco
LJ4 N - coco
QC1 . _ bacilo
QC4 + _ coco
QC5 + _ coco
CCs3 . _ bacilo
CC4 . _ bacilo
CC5 . _ bacilo

Figura 15. Colonias de BAL seleccionadas.
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7.2. Caracterizacion de las BAL

7.2.1. Actividad acidificante

La produccion de &cido lactico a las 0 y 6 h en cada una de las cepas se observa en las
figuras 16 y 17. Los resultados analizados indicaron que en el primer periodo de tiempo
la produccién de acido lactico fue estadisticamente semejante en cada una de las cepas
desarrollada en un rango de 0.177-0.247% de é&cido lactico producido por las BAL; en la
segunda evaluacion, a las 6 h, se observé que la acidificacion del medio o la proliferacion
de las BAL aument6 de manera similar para las 21 cepas que fueron seleccionadas, con
un promedio de formacion de &cido lactico de 0.225-0.294 % (ANEXOL1).
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0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

% DE ACIDO LACTICO
o

Q)1 I A
LUl S A
CR2 NI A
CC4 NI
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C/3 I A
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L2 I [\
Q)2 I
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QR? I A
QC5 I A
QR3 I A
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Figura 16. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 0 h de incubacién.
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Figura 17. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 6 h de incubacién.
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A partir de las 12 h de incubacion, como se observa en la figura 18, comienza a
distinguirse diferencia en la produccion de acido lactico entre las BAL. En las figuras 19
y 20 se observa el incremento de acido lactico en cada una. Las cepas con mayor
produccién de acido lactico fueron LJ2 con 0.447% de acido lactico en a las 12h, CJ4
0.306% de acido lactico a las 24 h y QC4con 0.345% de &cido lactico a las 48 h.

Esto nos indic6 que estas BAL son los mayores productores de &cido lactico. Por el
contrario, los microorganismos o las cepas que presentaron menor acidificacion son QR2,
CJ3y CR2, alas 12, 24 y 48 h respectivamente. En algunas cepas, como la QR2, a las
12 h de incubacién presentaron la mas baja produccion de acido lactico (0.261%), y a las
48 h se observd que se encuentra entre las primeras tres cepas (QC4, QR1 y QR2) que
presentaron mayor acidificacion con 0.942, 0.921 y 0.897 % de A&cido lactico,

respetivamente.
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Figura 18. Acidificante de las BAL seleccionadas a las 12 h de incubacion.
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Figura 19. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 24 h de incubacion.
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Figura 20. Actividad acidificante de las BAL seleccionadas a las 48 horas de incubacion.

Olivera (2011) en su estudio reporta que al realizar la evaluacion de la capacidad
acidificante de las BAL a las 6 h las cepas con mayor capacidad acidificante fueron
Lactococcus lactis ssp. Lactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris y Streptococcus
salivaricus ssp. thermophius; las cepas del género Lactobacullus en su estudio son las
gue mayor actividad acidificante presentaron, al igual que las cepas de Leuconostoc
mesenteroides ssp. Lactis; aunque en ciertos estudios por Martins (2008 citado por
Olivera, 2011) hace mencion del género Leuconostoc por presentar baja actividad
acidificante.

En el estudio presentado por Latorre (2011) menciona que Lactcoccus lactis ssp. lactis
producen &cido lactico en leche hasta 25°D después de 6 h de incubacion, en un segundo

grupo con mayor actividad acidificante se encuentra a Enterococcus; por otro lado,



autores marcan que el género Lactobacillus no posee buena actividad acidificante, pero
son utilizados como cultivos starter debido a las caracteristicas organolépticas

provocadas en el queso.

Para la evaluacion de actividad acidificante, Nieto (2008) demostré que Lactococcus
presenta una acidificacion a partir en un periodo de 6 h en un rango entre 0.18 y 0.79 %
de acido lactico y Lactobacillus present6 una acidificacion entre 0.16 y 0.27 % de acido
lactico. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indicaron que las BAL
presentaron un % de Acido lactico a las 6 h entre 0.225-0.294, los cuales se encuentran
entre los rangos reportados por diferentes autores y entre las cuales se encuentran

bacterias del género Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus y Lactobacillus.

La actividad de acidificacibn de las cepas lacticas es un criterio importante en la
elaboracion de quesos debido a que nos ayudan en la coagulacion y la reducciéon del
crecimiento de microflora no deseada (Tuncer, 2009), ademas aquellas cepas que
presenta una acidificacion rapida son considerados como buenos candidatos para
proceso de fermentacion en productos lacteos como un cultivo iniciador primario y
aguellas que presentan una acidificacion lenta son empleados como cultivos adjuntos en

funcién de otras propiedades (Akabanda et al, 2014).

Para que ciertas bacterias puedan considerarse como cultivos iniciadores, deben tener
buena capacidad acidificante. Trabajos previos de Olivera (2011) y Latorre (2011)
sefalan que la actividad acidificante de cepas como Lactococcus lactis ssp. lactis y
Streptocucus son buenos microrganismos, ya que su capacidad para acidificar es rapida;

bacterias como el género Pedioccus presentan una baja capacidad de acidificacion .

La acidificacion contribuye a presentar cambios deseados en los productos finales tales
como sabor, aroma y textura (Nieto, 2010). Al evaluar la capacidad de acidificacion de
las BAL se presentaron texturas diferentes tales como de queso y de yogurt (figura 21).
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Figura 21. Texturas presentadas por las BAL durante el periodo de evolucion de la actividad acidificante.

7.2.2. Capacidad de Inhibicion de bacterias patégenas

El acido lactico es el principal producto de las BAL con actividad antimicrobiana contra
bacterias y mohos (Ramirez, 2005). Las 21 cepas seleccionadas identificadas como BAL
fueron empleadas para probar la capacidad de inhibicién de bacterias patégenas, como
se observa en la figura 22, la formacion de halo de inhibicion varié de tamafio entre 1.13
y 1.77 cm, lo cual indica que las BAL son capaces de inhibir bacterias patbgenas como
Escherichia coliy Salmonella y Staphylococcus aureus, las cuales fueron empleadas para
este ensayo. En algunas cepas la inhibicion se presenta con mayor efecto que otras.
(ANEXO 2).

Figura 22. Halos de inhibicion de las BAL seleccionadas.
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En las figuras 23 y 24 se observa que las cepas que presentaron mayor inhibicion contra
bacterias patdgenas fueron QJ2 y QR2 para Escherichia coli, con las que se presentd un
halo de inhibicion de 1.60 y 1.37 cm respectivamente; CJ2 y QR2 para Salmonella con
un diametro de inhibicion de 1.77 y 1.73 cm respectivamente; y para el caso de
Staphylocuccus aureus se puede apreciar que todas las cepas lo inhibieron de igual
manera (figura 25). Las bacterias nativas &acido lacticas presentes en el cuajo, leche y
queso de cabra artesanal produjeron una sustancia que inhibi6 el crecimiento de estos

patogenos.
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Figura 23. Capacidad inhibitoria de las BAL seleccionadas frente a Escherichia coli.
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Figura 24. Capacidad inhibitoria de las BAL seleccionadas frente a Salmonella.
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Figura 25. Capacidad inhibitoria de las BAL seleccionadas frente a Stafilococcus aureus.

En estudios llevados a cabo por Aguilar y Klotz, (2011) al trabar con dos cepas de L.
plantarum, con clave WS4174 y LB279, fueron capaces de inhibir a E.coli
aproximadamente tres ciclos logaritmicos, debido a que las BAL eran las que intervenian
en el cambio de pH, siendo L. platarum LB279 quien acidifico mas el medio. Ramirez
(2005) al trabajar con BAL y eliminar del medio de crecimiento la glucosa para evitar la
produccion de acido lactico, demostré que estas presentaron un efecto inhibitorio contra
bacterias patdgenas tales como Vibrio cholerae, que resultd ser la mas sensible; por lo
contrario, E. coli y Stafilococcus aureus presentaron mayor resistencia ya que no fueron

inhibidas por ninguna de las cepas de BAL probadas.

De acuerdo con los resultados obtenidos y comparados con otros estudios se observo
gue el acido lactico se considera como un metabolito antimicrobiano, ya que cuenta con
una gran capacidad de inhibir a bacterias patdégenas. Al ser eliminado este metabolito,
como lo demostré Ramirez (2005) en su estudio, no impide el efecto inhibitorio ya que
las BAL son capaces de originar bacteriocinas u otros metabdlitos con la capacidad de

inhibir, pero posiblemente con menor efecto.

La relacién entre el pH y la produccién de acido lactico tiene demasiada importancia, al
obtener valores bajos de pH es signo de que existe mayor produccién de acido lactico,
por lo tanto el sustrato o el medio se encuentra mas acido. Debido a la acidez que se
produce en un medio, en este caso la leche, si existen valores muy bajos de pH, la
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probabilidad de crecimiento de microorganismos indeseados es casi nula (Ramirez,
2005).

7.2.3. Produccién de COz (identificacion de las BAL de acuerdo al tipo de
fermentacién producida)

De acuerdo con los resultados obtenidos de la prueba, en las 21 cepas bacterianas
identificadas como BAL ninguna resulté ser productora de gas. Los grupos de BAL
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Vagococcus Streptococcus y junto con
algunos Lactobacillus son bacterias homofermetativas, es decir, que producen como
metabolito final &cido lactico 90-97% (Parra, 2010). El género Leuconostoc agrupa a las

bacterias heterofermentativas que mas CO2 producen.

Las cepas aisladas de la leche no cuentan con una amplia capacidad de producir CO2ya
que, por el tipo de metabolismo de azucares, todas son homofermentativas. Sin embargo,
existen otras vias fermentativas en las que se pueden producir gas como la propionica o
la butirica, pero lo hacen en menor cantidad que la via heterofermentativa. Esto da
explicacion a la aparicion de gas durante el uso de microorganismo que son

homofermentativos (Latorre, 2011).

7.2.4. Produccion de aromas lacticos en leches fermentadas por BAL

Los tres panelistas expertos seleccionados realizaron la evaluacion sensorial de las
leches fermentadas por las 21 cepas, previamente aisladas e identificadas, utilizando el
meétodo de bombardeo, después de lo cual se agruparon aquellas leches que presentaron

olores caracteristicos a lacteos y las que generaron olores desagradables.

De las 21 leches fermentadas 17 presentaron olores agradables a lacteos tales como: a
yogurt, queso fresco, jocoque, crema, fermentos, etc.; las 4 restantes se descartaron
debido a que produjeron olores desagradables. En el cuadro 9 se presentan los
resultados obtenidos de la evaluacién sensorial de leches fermentadas. Heredia (2011)
menciona que Lactococcus lactis es una de las principales bacterias lacticas mas
utilizadas debido a su capacidad de produccion de aromas agradables en quesos y otros

productos fermentados.
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Cuadro 10. Resultados de la evaluacion sensorial de produccién de aromas lacticos en leches
fermentadas por BAL.

PRUEBA SENSORIAL

CLAVE P.S.1 P.S2 P.S.3
LJ2 Yogurt Fermentado fuerte Dulce suave
CC5 Feo feo feo
CcJl4a feo Mango intenso Tuna roja
LR4 Queso fresco fermentado Levadura olor bajo
QR3 Mango Olor feo nopal
QR2 Leche deslactosada Sin olor Leche clavel
QC4 Pifa fermentado Grasa vegetal
CC4 yogurt Yogurt intenso Manzana suave
CJ3 Q. asadero recién hecho Sin olor durazno
LJ4 Yogurt endulzado Olor lactico leche
CR2 Q. fresco Flores bajo plastico
QJ2 Yogurt con leche agrio fermentado
QJ1 Leche agria rancio Alcohol isoamilico
LJ1 Leche bronca Olor feo feo
CC3 Floral yogurt durazno
QR5 Queso menonita Mango intenso crema
QC1 Jocoque Lactico bajo levadura
QR1 Leche agria Floral bajo Leche deslactosada
QC5 Leche fermentada fermentado pera
CJ2 Queso fresco Flores bajo yogurt
CR4 Yogurt natural Lactico intenso Papaya fermentada

Fuente: elaboracion propia. PS= prueba sensorial.

De acuerdo a estos resultados, las cepas consideras con mejor produccién de aroma
resultaron ser LJ2, QR2, CC4, LJ4, QJ2 y CR4. Las cepas con olores desagradables
fueron CC5, CJ4, LJ1 Y QR3. Las cepas restantes no se tomaron en cuenta ya que

presentaron olores tales como nopal, grasa vegetal, mango etc.

En los resultados obtenidos por Nieto et al (2009) menciona que la mayoria de las cepas
aisladas después de siete dias de incubacion presentaron aromas tipicos a yogurt y
mantequilla, los cuales son sabores habituales en el fermentado de leches, presentando
sabores a yogurt y acido en la mayoria de las cepas aisladas y en las otras sabores
amargos. Después de 15 de dias de incubacion se detecté un aumento considerable en

los atributos mencionados, especialmente en el sabor acido y amargo.
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7.3 Preparacion de BAL para elaboracion de queso pasteurizado de cabra

Para este ensayo se seleccionaron las cepas QR2 y QJ2 debido a que, en cuanto a la
actividad acidificante, fueron de las cepas con mayor produccién de acido lactico, por lo

tanto generaron una mayor inhibicion de las bacterias patdégenas en estudio.

Otra prueba de importancia para la seleccion de estas cepas fue la produccion de aroma,
ya que se obtuvieron cepas con buena capacidad de acidificar el medio e inhibicion de
bacterias, pero emitieron olores desagradables, por lo tanto se descartaron para las
siguientes etapas del estudio. Las cepas QR2 y QJ2 presentaron olores tipicos a lacteos.

7.3.1. Curva de calibracién

La elaboracion de la curva de calibracion indico la concentracion de microorganismos
obtenidos en cierto periodo de tiempo. Con los resultados obtenidos se conocieron las
concentraciones en UFC/mL en cada periodo de tiempo evaluado, medidos a una
densidad éptica de 600nm. Entre mayor es el tiempo de incubacién la concentracion de
UFC/mL, o biomasa contenida en el medio, es mayor; por lo tanto, la absorbancia
aumenta y el paso de luz transmitida disminuye por la difraccion causada por las células,
ya que el medio se encuentra mas denso o concentrado por el crecimiento de

microorganismos.

Para QR2, a las dos horas de incubacion present6 una concentracion de 7,6 UFC/mL con
una absorbancia de 0.4, llegadndose a concentrar a las doce horas a 9.4 UFC/mL, por lo
tanto se obtuvo una curva de calibraciéon con R?= 0,9637; en un 96% la absorbancia
depende del crecimiento bacteriano ademas de ser positivo como se observa en la figura
26.

En el caso de QJ2 se observo a las dos horas de incubacién se obtuvo una concentracion
de 7.5 UFC/mL hasta llegar a una concentracion de 9.5 UFC/mL a las doce horas de
incubacién. En cuanto a la curva de calibracion se obtuvo R?=0.94442, por lo cual en un
94% la absorbancia depende del crecimiento microbiano. El crecimiento de igual manera

es positivo (figura 27).
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Figura 26. Concentraciones obtenidas en cada periodo de tiempo evaluado y Curva de calibracién para
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Figura 27. Concentraciones obtenidas en cada periodo de tiempo evaluado y curva de calibracion para QJ2.

7.3.2. Curva de crecimiento

Con los datos obtenidos de la curva de calibracién se llevo acabo la curva de crecimiento.
Los resultados obtenidos en las graficas indicaron que para QR2 en un tiempo
aproximado de 9 horas y una absorbancia de 2.3, la fase de crecimiento para el
microrganismo esta finalizando y comienza la fase estacionaria, en este tiempo y a esta
lectura se encuentra una cantidad aproximada de 9.0 log UFC/mL. Como se pudo

apreciar, Unicamente se observaron tres fases: la de adaptacion, que se termina a las 2.5
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h; la de crecimiento, con un tiempo de 6.5 h; y la fase estacionaria, en un tiempo de 16 h
(figura 28).

Para la cepa QJ2, el final de la fase de crecimiento y el inicio de fase estacionaria
comienza en un tiempo aproximado de 10 horas y una absorbancia de 1.9, resultando
una concentracion equivalente a aproximadamente 9.0 log UFC/mL. De igual manera se
obtienen Unicamente las tres fases adaptaciéon terminando en un tiempo de 2.5 h;

crecimiento 7.5 h; y una fase estacionaria de 15 h (figura 29).

El obtener la concentracion de UFC/mL en cada una de las cepas de BAL sirvio para
llevar cabo la inoculacion de la leche y posterior elaboracion de queso. Las
concentraciones para cada una de las cepas fueron tomadas al inicio de la fase
estacionaria ya que en esta fase los microorganismos se encuentran jovenes para llevar

acabo sus funciones metabdlicas y brindar las caracteristicas en el producto deseado.
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Figura 28. Crecimiento correspondiente a la cepa QR2.
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Figura 29. Crecimiento correspondiente a la cepa QJ2.

7.4. Elaboracion de queso pasteurizado de cabra utilizando las BAL
seleccionadas

De acuerdo a la metodologia que marca Monroy (2011) en su trabajo de investigacion,
por ser un queso artesanal la pasteurizacion y la inoculacién con bacterias son pasos que
no se llevan a cabo en el proceso. Como se observé en la metodologia, en estos pasos
fueron incluidas la pasteurizacion, con fin de mejorar la calidad higiénica, y la inoculacion
con BAL para devolver al producto sus propiedades organolépticas generadas por los

microrganismos nativos de la leche de cabra (figura 30).

Al aplicar la pasteurizacion en la leche se redujo la carga microbiana inicial, por lo tanto
permitié6 obtener un producto final con un contenido casi exclusivo de BAL, a diferencia
de los quesos artesanales en la cual hongos, levaduras y coliformes se encuentran en

concentraciones mas altas (Ramos et al, 2009).

7.5. Evaluacién sensorial del queso de cabra

La evaluacion sensorial del queso de cabra artesanal se realizo con la finalidad de que
el evaluador encontrara diferencias entre muestras de quesos, los cuales fueron
inoculados con las BAL seleccionadas y el control, empleando la prueba de diferencia de

control con la ayuda de 20 panelistas semientrenandos (figura 31).
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Figura 30. Elaboracion de queso pasteurizado de cabra.
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Figura 31. Evaluadores del queso pasteurizado de cabra.

En el cuadro 10 se muestra la hoja maestra empleada en la evaluacion sensorial en la
cual se indica la cantidad de panelista empleados, las permutaciones utilizadas (1-QR2
y 2-QJ2), la codificacion de cada una de las muestras y los resultados obtenidos de cada

uno de los evaluadores,

Para la evaluacion sensorial, los panelistas evaluaron las muestras empleando una
escala categorica numérica para medir la magnitud de la diferencia encontrada en las
muestras, como se observa en la hoja de evaluacién (figura 32). El resultado esperado
era que el panelista no encontrara diferencias en el placebo o calificara a este como 0=
no diferencia, ya que el placebo se compone de una muestra control contra el mismo
control. Algunos panelistas, pudieron detectar el placebo y calificarlo de manera correcta,
en algunos casos el placebo fue calificado con una magnitud de diferencia muy alta, es

decir que evaluadores encontraron diferencia al evaluar el control contra el mismo control.

Los resultados obtenidos de cada uno de los evaluadores fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANEXO 3) traducido a forma gréafica (figura 33).
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Cuadro 11. Hoja maestra utilizada en la evaluacion sensorial del queso elaborado.

1 Cc-C C-1 C-2 C-COM 222 515 214 729 0 3 4 7
2 C-COM C-2 Cc-C C-1 198 188 498 11 6 2 0 1
3 C-COM C-C C-1 C-2 953 111 558 128 6 4 0 5
4 C-C C-1 C-2 C-COM 590 812 177 38 6 2 5 0
5 C-2 C-COM C-C C-1 937 141 204 477 2 2 3 3
6 C-COM Cc-C C-1 C-2 600 637 312 850 3 4 0 3
7 C-2 C-COM Cc-C C-1 247 937 847 963 8 7 5 1
8 C-2 C-COM Cc-C C-1 700 948 938 345 4 5 2 4
9 C-2 C-COM Cc-C C-1 347 324 905 422 2 3 0 2
10 C-1 C-2 C-COM C-C 846 509 227 567 3 5 5 0
11 Cc-C C-1 C-2 C-COM 505 187 0916 209 5 6 1 0
12 C-COM C-C C-1 C-2 97 979 165 451 7 1 8 9
13 C-COM C-2 C-C C-1 538 241 784 312 9 9 1 0
14 C-COM Cc-C C-1 C-2 339 203 227 388 2 0 1 3
15 C-COM C-2 C-C C-1 841 219 940 136 9 6 0 1
16 C-COM C-2 c-C C-1 226 800 638 89 8 8 1 3
17 C-1 C-2 C-COM C-C 533 628 642 745 6 7 4 8
18 Cc-C C-1 C-2 C-COM 99 676 702 717 0 3 8 6
19 C-1 C-2 C-COM C-C 638 746 209 902 4 7 8 0
20 C-1 C-2 C-COM C-C 973 276 726 575 2 4 6 1

Fuente: elaboracion propia.

Figura 32. Hoja de evaluacion del queso artesanal de cabra pasteurizado.
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Figura 33. Resultados de la evaluacién sensorial de quesos pasteurizados.

Estos resultados indicaron que los quesos inoculados con QJ2 y COM son
significativamente diferentes a los quesos inoculados con QJ2 y el placebo. Los quesos
que se encuentran en el grupo A (QJ2 y COM) presentaron medias de 5.15 y 5.10
respectivamente, esto quiere decir que presentaron caracteristicas diferentes, tales como
sabor, textura, color, etc, con respecto al control.

Para el caso de los quesos que se englobaron en el grupo B (QJ2 y el placebo)
presentaron medias de 2.65 y 2.05, respectivamente. Estos resultados indicaron que no
se identificaron diferencias contra el control, es decir, las BAL inoculadas en estos quesos

no le brindaron propiedades significativas importantes.

Por lo tanto, las cepas que se incluyeron en el grupo A se consideraron Utiles para ser
empleadas como cultivos iniciadores, ya que éstas brindan ciertas caracteristicas que
pueden ser empleadas para la elaboraciéon de productos en los que se espera que

presenten las mismas caracteristicas que los quesos artesanales.

Estudios realizados por Alvarado et al (2007) demostraron que las cepas aisladas de
Lactobacillus y Lactococcus a partir de un de queso artesanal, al ser inoculados en
guesos experimentales elaborados a partir de leche pasteurizada, son equivalentes a los
que se elaboran con leche cruda, y que estas bacterias son las responsables de

proporcionar las caracteristicas particulares del queso en su estudio.
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VIII.- CONCLUSIONES

Las BAL seleccionadas en cuanto a su morfologia macroscopica presentaron
variaciones, identificandose algunas colonias mas pequefias que otras. En identificacién
morfologica microscopica presentaron forma cocoide y bacilar, la cual es una de las
principales caracteristicas que identifica a las BAL, ademas de ser Gram positivas para

confirmar la pureza de cada cultivo y ser catalasa negativa.

Las cepas codificadas como QJ2 y QR2 presentaron mejores resultados en cada una de
las pruebas bioquimicas realizadas: actividad acidificante, inhibicibn de bacterias
patégenas y presentaron olores agradables; también resultaron ser homofermentativas
al no producir CO2 durante la prueba correspondiente. Por las caracteristicas presentadas
se podria inferir que Lactococcus lactis ssp lactis puede ser una las BAL empleadas y
otras del género Lactobacillus, ya que éste se encuentra presente en la mayoria de las
quesos artesanales. Sin embargo, son necesarios estudios mas sensibles a fin de

corroborarlo.

La determinacién de la curva de calibracion y de crecimiento permiti6 conocer las
concentraciones en cada tiempo evaluado y la velocidad de crecimiento. Las cepas de
BAL presentaron concentraciones similares y velocidad de crecimiento semejante. QJ2

lleg6 a la fase estacionaria en un tiempo de 10 h, y QR2 en 9h.

Los quesos elaborados a partir de leche pasteurizada, inoculados con las BAL
seleccionadas y analizados mediante una evaluacion sensorial, permitieron conocer que
la cepa QJ2 junto con el COM generaron las mejores caracteristicas, es decir, que las
propiedades fueron estadisticamente semejantes a la del queso artesanal. Por lo tanto,
las cepas aisladas pueden ser empleadas como cultivos iniciadores, siendo adecuadas
para producir queso de cabra con caracteristicas semejantes al artesanal, pero a partir

de leche pasteurizada, con sus respectivas ventajas para productores y consumidores.
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X.- ANEXOS

10.1 ANEXO 1. Promedios y desviaciones estandar de la actividad acidificante de cada una de las muestras recolectadas de los

ejidos.

Cuadro 12. Promedios y desviaciones estandar del ejido El Recreo

0 0.231+0.018 0.216+0.009 0.213+0.031 0.216+0.023 0.177+0.010 0.225+0.023 0.237+0.022
6 0.285+0.028 0.240+0.010 0.294+0.051 0.267+0.049 0.225+0.009 0.270+0.045 0.282+0.013
12 0.348+0.005 0.261+0.015 0.318+0.057 0.330+£0.044 0.291+0.052 0.291+0.037 0.306+0.023
24 0.477+0.015 0.456+0.018 0.438+0.066 0.426+0.022 0.435+0.031 0.414+0.0412 0.372+0.051
48 0.726+0.112 0.897+0.111 0.858+0.081 0.516+0.059 0.690+0.042 0.921+0.028 0.471+0.081

Cuadro 13. Promedios y desviaciones estandar del ejido Jagiey de Ferniza.

0 0.222+0.036 0.243+0.0155 0.246+0.018 0.216+0.032 0.234+0.023 0.225+0.009 0.180+0.018 0.234+0.045
6 0.252+0.039 0.288+0.009 0.276+0.020 0.267+0.020 0.255+0.013 0.273+0.022 0.258+0.022 0.261+0.047
12 0.447+0.0259 0.360+0.023 0.327+0.010 0.363+0.013 0.387+0.045 0.318+0.031 0.309+0.0289 0.306%0.039
24 0.540+0.086 0.453+0.068 0.537+0.036 0.516+0.058 0.570+0.037 0.351+0.041 0.396+0.023 0.609+0.073
48 0.696+0.097 0.756+0.018 0.066+0.013 0.741+0.027 0.669+0.066 0.528+0.157 0.525+0.027 0.858+0.165
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Cuadro 14. Promedio y desviaciones estandar del ejido Chapultepec.

0 0.198+0.032 0.216+0.009 0.234+0.018 0.237+0.020 0.201+0.013 0.225+0.027
6 0.291+0.022 0.270+0.032 0.249+0.013 0.285+0.010 0.246+0.018 0.267+0.040
12 0.312+0.022 0.309+0.027 0.342+0.015 0.318+0.005 0.345+0.018 0.348+0.013
24 0.426+0.0511 0.420+0.013 0.468+0.100 0.600+0.027 0.591+0.150 0.534+0.022
48 0.510+0.0511 0.666+0.047 0.702+0.073 0.804+0.046 0.942+0.139 0.897+0.150

10.2 ANEXO 2. Promedios y desviaciones estandar de la capacidad de inhibicion de bacterias patdgenas.

Cuadro 15. Promedios y desviaciones estandar de Salmonella.

Cepas

El Recreo LR4 QR2 QR3 QR5 CR4 QR1 CR2

Promedios y 1,47 1,37+0,12 1,63+0,006 1,23+0,006 1,13+0,12 1,67+0,21 1,23+0,21
desviaciones +0,21

estandar
Jaguey de Ferniza LJ2 LJ1 QJ1 QJ2 LJ4 CJ3 CJ2 cJ4a
Promedios y 1,63+0,0 1,7+0,20 1,33+0,15 1,50+0,20 1,67+0,15 1,50+0,10 1,77+0,06 1,57+0,12
desviaciones 6

estandar

Chapultepec QC1 QC5 CCh CC4 QC4 CC3

Promedios y 1,60+0,1 1,57+0,35 1,43+0,21 1,50+0,26 1,67+0,15 1,63+0,066

desviaciones 0

estandar
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Cuadro 16. Promedios y desviaciones estandar de E.coli.

Cepas
El Recreo LR4 QR2 QR3 QR5 CR4 QR1 CR2

Promedios y 1,43+0,06 1,37+0,15 1,27+0,12 1,47+0,006 1,50+0,10 1,60+0,10 0,93#+0,12

desviaciones estandar
Jaguey de Ferniza LJ2 LJ1 QJ1 QJ2 LJ4 CJ3 CcJ2 CJl4

Promedios y 1,33+0,66 1,47+0,06 1,27+0,06 1,60+0,10 1,17+0,66 1,37+0,21 1,37+0.06 1,27+0,06
desviaciones estandar

Chapultepec QC1 QC5 CC5 CC4 QC4 CcC3

Promedios y 1,40+0,10 1,27+0,15 1,47+0,12 1,40+0,10 1,40+0,20 1,20+0,10

desviaciones estandar

Cuadro 17. Promedios y desviaciones estandar de Stafilococcus aureus.

Cepas
El Recreo LR4 QR2 QR3 QR5 CR4 QR1 CR2

Promedios y 1,57+0,40 1,83+0.06 1,93+0,15 1,70+0,10 1,63+0,12 1,60+0,26 1,83+0,06

desviaciones estandar
Jaguey de Ferniza LJ2 LJ1 QJ1 QJ2 LJ4 CJ3 CJ2 cJ4a

Promedios y 1,60+0,20 1,73+0,12 1,77+0,29 1,77+0,06 1,67+0,21 1,83+0,15 1,90+0,10 1,93+0,12
desviaciones estandar

Chapultepec QC1 QC5 CC5 CC4 QC4 CC3

Promedios y 1,83+0,12 1,83+0,66 1,83+0,15 1,47,0,06 1,90+0,10 1,53+0,15

desviaciones estandar
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10.3 ANEXO 3. Resultados estadisticos de la evaluacion sensorial de queso pasteurizado
de cabra, analizados con el programa estadistico SAS, andlisis de varianza, disefio

completamente al azar.

The SAS System 11:04 Thursday, June 15, 2015 1

The ANOVA Procedure
Class Level Information

Class Levels Values

juez 20 1234567891011121314151617181920
muestra 4 COM QJ2 QR2 placebo

Number of Observations Read 80
Number of Observations Used 80
The SAS System 11:04 Thursday, June 15, 2015 2
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: magnitud

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 22 295.3750000 13.4261364 2.32 0.0058
Error 57 330.1125000 5.7914474
Corrected Total 79 625.4875000

R-Square Coeff Var Root MSE magnitud Mean

0.472232 64.38910  2.406543 3.737500

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
juez 19 137.7375000 7.2493421 1.25 0.2520
muestra 3 157.6375000 52.5458333 9.07 <.0001

The SAS System 11:04 Thursday, June 15, 2015 3

The ANOVA Procedure
Dunnett's t Tests for magnitud

NOTE: This test controls the Type | experimentwise error for comparisons of all treatments
against a control.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 57
Error Mean Square 5.791447

Critical Value of Dunnett'st 2.41323
Minimum Significant Difference 1.8365

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
muestra Between Simultaneous 95%
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Comparison Means Confidence Limits

COM - placebo 3.1000 1.2635 4.9365 ***
QJ2 - placebo 3.0500 1.2135 4.8865 ***
QR2 - placebo 0.6000 -1.2365 2.4365
The SAS System 11:04 Thursday, June 15, 2015 4
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for magnitud

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error

rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 57
Error Mean Square 5.791447

Critical Value of t 2.00247

Least Significant Difference 1.5239

Means with the same letter are not significantly different.
t Grouping Mean N muestra
A 5.1500 20 COM
A 5.1000 20 QJ2
B 2.6500 20 QR2

B 2.0500 20 placebo
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