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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Inhibicion de bacterias patégenas por BAL (bacterias acido lacticas) en queso de | $45,000.00
cabra

2 - Introduccion

El queso artesanal de cabra que se produce en el sureste de Coahuila es un producto de alta calidad nutricional vy de
caracteristicas sensoriales valoradas por los consumidores, sin embargo las precarias condiciones de higiene con las
que se produce, hacen de este queso un alimento de alto riesgo para la salud del consumidor debido a la presencia de
bacterias patdgenas. El proceso de pasteurizacion pudiera solucionar esta problematica, sin embargo los productores
de este queso no cuentan con la tecnologia y recursos para implementarla en el proceso de produccion. La leche de
cabra cuenta también con bacterias endogenas (bacterias 4cido lacticas) que proporcionan todas las caracteristicas
sensoriales propias del queso de cabra y que ademas tienen la capacidad de inhibir bacterias patégenas, en este
sentido, hacer uso de las bacterias enddgenas presentes en el queso de cabra para inhibir los propios patdgenos
presentes en el queso de cabra podria solucionar la falta de pasteurizacion y una posible mejora en la calidad del
queso artesanal de cabra.

Objetivos

General

Probar la capacidad de dos cepas de BAL aisladas de queso artesanal de cabra para inhibir bacterias patégenas en
quesos sin pasteurizar,

Especificos

*  Medir el crecimiento celular de las BAL y de cada bacteria patogena.

* Medir las UFC/mL delas BAL y de cada bacteria patégena durante sus diferentes etapas de crecimiento.

» Elaboracion de queso de leche de cabra inoculando BAL y patdgenos. .

e Contar las UFC/mL de las BAL y de cada bacteria patdgena después de la elaboracién y maduracion de los
quesos. :

Hipotesis
Las cepas de BAL aisladas del queso de cabra artesanal del sureste de Coahuila agregadas en proporciones
conocidas en _quesos sin pasteurizar tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas. ]

3.-Revision de Literatura

Los alimentos adquieren del territorio donde se producen no solo los aspectos vinculados a la madre tierra sino que
tambien las caracteristicas de la sociedad que los produce, en ellos converge la cultura y tradicion alimentaria de los
pueblos (Muchnik, 2004). Desde el punto de vista lactolégico, el queso es el nombre genérico para el alimento
resultante de la coagulacion de la leche de varios mamiferos (v.g. vaca, cabra y oveja) y la subsiguiente
deshidratacion del gel por medio de varias operaciones (cortado, agitacion del suero/cuajada, etcétera) y “formateado”
por moldeo y prensado (Kindsdetd, 2005).

El queso, es también un bien cultural alimentario, soporta una cadena agroalimentaria local de importancia econémica,
que puede contribuir al desarrollo regional (Gerrini y Prost, 2003). La elaboracién de un queso genuino artesanal
también puede incorporar otros elementos vinculados a diferentes recursos que se pueden encontrar en el territorio
donde se produce, como los siguientes:

* Un saber hacer tradicional, patrimonializado en el sentido de que se transmite dentro de una comunidad “localizada”.
Este saber hacer puede generar propiedades organolépticas especificas. .

* Una reputacion vinculada a una region reconocida como productora de un queso particular, con determinada calidad
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p (sensorial y/o identitaria), la cual la torna intransferible al saber hacer, territorializandolo.
!+ Una calidad de leche y de microflora lactica vinculada a los recursos naturales y con un saber hacer ganadero.

| = Una cultura de produccion y uso del queso.
* Saberes relacionales que permiten el buen funcionamiento de la cadena productiva.

En Mexico, los quesos genuinos, a base de leche cruda, gobernaron durante mas de 350 anos, hasta que se introdujo
nueva tecnologia que incluia descremar, pasteurizar, refrigerar y agregar cultivos lacticos seleccionados, para dar
paso a los quesos de leche pasteurizada. En el pais, el primer lugar en la demanda y/lo consumo de “quesos”
corresponde a los productos de imitacion, por ejemplo: imitacion panela, imitacién oaxaca, imitacién chihuahua,
etcetera. Asimismo, aunque no existen estudios sistematizados que lo soporten, México es, posiblemente, el principal
productor de quesos de imitacion a nivel mundial. Algunas razones que han favorecido la difusion y arraigo de estos
productos en el mercado nacional son: su precio mas bajo con relacion a los genuinos: el déficit de leche nacional de
buena calidad; la creciente oferta externa de "polvos lacteos proteicos”; y nuevos habitos de consumo que privilegian
los productos con grasa vegetal, bajos en colesterol; y la falta de una normatividad clara y operativa que regule estos
productos (Villegas y Cervantes., 2011 )

Ademas de lo anterior, los quesos mexicanos genuinos son también los elaborados a partir de leche fluida, de vaca o
de cabra, fundamentalmente cruda, con el empleo minimo de aditivos: cuajo, sal y eventualmente cloruro de calcio.
Poseen una fuerte raiz histérica nacional, ya que se elaboran desde tiempos coloniales. Estos productos son
fabricados dentro del territorio nacional por mexicanos, nativos o nacionalizados (tal es el caso de los menonitas y
chipilefios) o extranjeros residentes. Muchos de estos quesos son regionales o meramente locales y son la expresién
de las condiciones ecologicas y del conocimiento tradicional del territorio donde se elaboran. Algunes se han difundido
por gran parte del pais (v.g. el panela), otros han llegado al extranjero, principalmente a los Estados Unidos de
Ameérica, por medio de emigrantes, por ejemplo el cotija y el Oaxaca (Villegas et al., 2009).

En el pais, existen mas de 40 variedades de quesos genuinos, algunos gozan de una amplia difusién, con altos
volimenes producidos, por ejemplo el queso chihuahua, el tipo manchego mexicano, el panela, asadero y cotija. Otros
solamente se conocen y consumen en ciertas regiones, por ejemplo, el queso crema de Chiapas, el queso guaje, el de
hoja y el queso de poro, de Tabasco. Los quesos mexicanos genuinos forman parte de la tradicion y cultura del pais,
pero se estan extinguiendo ante la presion competitiva que ejercen los productos de imitacion y la falta de una
revalorizacién por la sociedad, lo que contribuye a una pérdida gradual de nuestras tradiciones alimentarias y a la
merma de nuestra propia identidad (Villegas y Cervantes., 2011).

El queso artesanal de cabra que se produce en el estado de Coahuila es una actividad de tipo familiar con proceso
que emplean poca infraestructura y bajos niveles de productividad. Es una actividad complementaria en los ingresos
que recibe el productor por la venta del cabrito en pie. Existen dos formas de comercializacion del queso de cabra, la
primera es a través de pequefias, medianas y grandes empresas que utilizan un sistema de recoleccién de la materia.
prima (leche), produccion y distribucion., la segunda es mediante la venta directa productor-consumidor, este esguema
habla de productos artesanales y elaborados sin un sistema de control de calidad e higiene (Ascencio., 2007).

Debido a las condiciones precarias de sanidad con las que se elabora el queso y a la falta de concordancia con las
especificaciones de higiene establecidas en la NOM SSA 121, los productores del queso de cabra no pueden ingresar
su producto al mercado formal con una marca establecida (Ascencio., 2007), asi mismo el producto se enfrenta al
rechazo del consumidor debido a la alta incidencia de enfermedades gastrointestinales comentan de viva voz los
productores del sureste de Coahuila. La incidencia de toxiinfecciones alimentarias esta asociada a la presencia de
bacterias patogenas en la leche de cabra y por consecuencia en los quesos elaborados con la misma, ya que |a leche
cruda es un medio propicio para el crecimiento de microorganismos patogenos de ahi que estas infecciones se
transmitan al consumir leche y productos lacteos elaborados a partir de leche cruda de cabra ( Morales et al., 2012)

Morales y colaboradores en el 2011, en el estudio titulado “Calidad bacteriolégica de la leche cruda_ de capra producida
en Miravalles, Puebla” mencionan que es Salmonella spp., el microorganismo con mayor frecuencia asoplado a brote_*s
toxiinfecciosos, debido a los diversos reservorios que posee. Adicionalmente, Monrroy en el 2014,_ realizo un estudio
microbioldgico de la leche , cuajo, y queso de cabra del Sureste de Coahuila, epcontrando c_ohform'es? fecales en
cantidades superiores a lo establecido por la NOM- SSA-121, mientras que los patogenos _estudlados um(_:amente en
queso, se encontro S. Aureus en muestras provenientes de dos unidades de produccian, asi como presencia de toxina
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Estafilococica. Estudios en Europa y América latina han reportado la calidad sanitaria de quesos frescos elaborados
con leche de vaca, todos ellos muestran una calidad deficiente en este aspecto debido a la falta de pasteurizacion
algunos de ellos son Marquez y Garcia 2007.. Martinez et al., 2013 y Albarracin et al ., 2006)

La pasteurizacién es un proceso térmico que se le da a la leche antes de elaborar el queso, este proceso puede
asegurar la calidad higiénica del queso ademas de que promueve una produccién segura y controlada. Sin embargo,
la pasteurizacion ademas de afectar a los microorganismos patégenos que dafian la salud de los consumidores, este
tratamiento, afecta también a los microorganismos nativos de la leche o bacterias 4cido lacticas, enzimas, proteinas,
acidos grasos, fracciones volatiles Yy en consecuencia a las caracteristicas sensoriales del queso. Los
microorganismos nativos y las enzimas endogenas de la leche juegan un papel principal en la formacion de péptidos y
aminoacidos libres y son los principales responsables de la formacién de los componentes del aroma y sabor en el
queso (Hayaloglu et al., 2010).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos que tiene muchos beneficios, destacando en la
industria de alimentos y de la salud. Las BAL juegan un papel importante en la fermentacién de alimentos y cuentan
con efecto bacteriostatico contra el crecimiento de microorganismos patégenos. Las investigaciones relacionadas con
BAL a favor de incrementar la diversidad de aislados potenciales tomados de su ambiente natural es decir bacterias
endogenas para propdsitos biotecnoldgicos contintian llevandose a cabo (Kiti et al., 2017).

Herrerosa y colaboradores (2005) probaron 31-cepas de BAL aisladas del queso espanol "Armada” en su capacidad
de actividad antimicrobiana, 4 de las 31 cepas mostraron actividad antimicrobiana. Por otro lado Kiti-y-eolaboradores
(2017) aislaron 5 cepas de BAL del Pliek U para examinar su potencial para inhibir crecimiento de E. coli ATCC 25922,
las 5 cepas aisladas podrian inhibir el crecimiento de E. coli ATCC 25922, la mayor inhibicion se presenté en 8.5 mm
de diametro mientras que la menor inhibicién fue de 1.5 mm por el método de difusion en hoyo.

En el 2017 Narvéez y colaboradores en un estudio realizado en la UAAAN aislaron 21 cepas de BAL del queso de
cabra del sureste de Coahuila, las cepas fueron probadas en su capacidad para producir dcido lactico, disminucion de
pH, produccién de CO;, producciéon de aromas con notas lacticas asi como en su capacidad para inhibir bacterias
patogenas como E.cofi, Salmonella spp. y S. Aureus. La inhibicion fue de 1.13-1.76 cm de didametro para Salmonella
spp, 0.93-1.60 cm de diametro para E. coli y de 1.46-1.83 cm de diametro para S. Aureus. Sin embargo los estudios
anteriores se han llevado a cabo en cajas Petri, resultaria interesante poder estudiar la actividad inhibitoria de
patégenos de estas BAL directamente en el queso, con todas las condiciones que conlleva la elaboracién de este
producto y corroborar la caracteristica de inhibicion de estas cepas de BAL.

4.- Procedimiento Experimental

» Crecimienta celular de las BAL y bacterias patégenas.

Se trabajara con dos cepas de BAL obtenidas en un estudio previo por Narvaez et al., (2017) realizado en esta
Universidad en et departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos. La activacion de las BAL se realizara en caldo
Man, Rogosa y Sharpe (MRS BROTH) y se determinara el recuento inicial de células, segun lo establece la
metodologia reportada por Serna-Cock et al. (2012).

» Conteo de UFC/mL de las BAL y bacteria patégena durante sus diferentes etapas de crecimiento.

En esta etapa del estudio se realizara una modificacién de la escala de Mcfarland (estandar de turbidez) usada como
referencia en suspensiones bacterioldgicas. La modificacion consistira en la preparacion de los estandares y sus
respectivas lecturas al espectrofotémetro para obtener una relacién del nimero de UFC/mL por unidad de absorbancia

a 540 nm. Lo anterior para cada microorganismo implicito en el estudio. i e v 7
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» Elaboracién de quesos con BAL y bacterias patégenas patdgenos.

La elaboracién de los quesos se realizara siguiendo la metodologia propuesta por Monroy., 2014. Es una metodologia
tomada bajo las condiciones de elaboracién de los productores de queso artesanal de cabra del sureste de Coahuila.
Adicionalmente en la etapa donde se anade el cuajo seran anadidas las BAL y las bacterias patdgenas en distintas
combinaciones a partir de los resultados obtenidos en el punto anterior.

e Conteo de UFC/mL de las BAL y bacterias patogenas después de la elaboracién y maduracion de los quesos.

Esta etapa se realizara conforme a la metodologia de las Normas oficiales mexicanas para), S. aureus (NOM-115-
SSA1-1994), Salmonella (NOM-114-SSA1-1 994), E. coli (NOM-112-SSA1-1 994) vy Bacterias mesofilas aerobias
(NOM-092-SSA1-1994), esta ultima norma sera modificada y adaptada para realizar ademas el conteo de las BAL
haciendo uso de un medio selectivo.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar EBalEEEME A LM AR s R e

Medir el crecimiento celular de las BAL y de cada | x X | x
bacteria patégena.

Medir las UFC/mL de las BAL y de cada bacteria X X |

patogena durante sus diferentes etapas de

crecimiento.

Elaboracion de quesos con BAL y patdgenos. X % Ix Ix

Contar las UFC/mL de las BAL y de cada bacteria % % | X X
patégena después de la elaboracién y maduracion de :

los quesos.

Escribir resumen para congreso ] X
Presentacién de ponencia en congreso X
Escritura de tesis y revisiones X | % X X X [x |x X X
Presentacion de tesis X
Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar ENSEGEME AT M 1 AR RS s G RN D
Compra de reactivos y material de laboratorio X X

Pago por maquilas . X X X x

Gastos de presentacion en congreso ' X

Gastos de titulacion 4 X X

Duracién total del proyecto

| Ao de Inicio  [2018 | Afio estimado de conclusion | 2019

5.-Productos Esperados

e Tesis de licenciatura

» Presentacién en congreso nacional o internacional
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