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Resumen:

Los quesos tradicionales Zacazonapan tienen caracteristicas organolépticas Unicas y se
caracterizan por estar vinculados al territorio de origen. En el proceso de maduracién se
tienen numerosas variables interactivas que son responsables de los cambios fisicos,
quimicos, bioldgicos y estructurales. Con el objetivo de evaluar la evolucion bacteriologica
de quesos artesanales durante su maduracion bajo condiciones no controladas en dos épocas
de produccidn, se colectaron muestras de leche cruda y de queso a los 0, 30, 60, 120 y 150
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dias de maduracién. Se determind la presencia de mohos y levaduras (MyL), bacterias
mesoéfilas aerobias (BMA), Staphylococcus spp. (Staph), coliformes totales (CT),
coliformes fecales (CF), Salmonella spp. (Salm) y Listeria spp. (List). La carga microbiana
promedio fue 9.68, 9.38, 8.55 y 8.10 logio UFC/g de queso para MyH, BMA, Staphy CT
respectivamente, asi como 2.68 logio NMP/g de queso para CF. No se detectdé Salm pero si
List. La evolucion microbioldgica del queso madurado Zacazonapan presentd conteos que
superan los niveles maximos de la Norma Oficial Mexicana 243 SSA1 2010.

Palabras clave: Maduracion ambiental, afiejamiento, evolucion microbioldgica, leche
cruda.

Recibido: 08/03/2021

Aceptado: 07/04/2022

Los quesos tradicionales se producen a partir de un sistema complejo que da lugar a
caracteristicas organolépticas Unicas y se caracterizan por fuertes vinculos con su territorio
de origen®- En el proceso se tienen numerosas variables interactivas que son responsables
de los cambios fisicos, quimicos, bioldgicos y estructurales. Su calidad depende de factores
ambientales, y de interacciones entre los microorganismos inoculados y los sustratos de
cuajada que resultan de las variaciones en la calidad de la leche cruda y las condiciones de
elaboracion®: La microflora lactica es de particular interés porque las actividades
bioquimicas de estos organismos participan en la elaboracion del queso y pueden
desempefiar un papel en el desarrollo de caracteristicas organolépticas durante la
maduracion®; sin embargo, por su proceso de elaboracion y uso de leche cruda, pueden
generar brotes de intoxicaciones alimentarias®.

El queso de Zacazonapan se elabora artesanalmente con leche cruda proveniente de bovinos
criollos de la region sur del Estado de México en la época de lluvias (julio-noviembre). En
esta temporada la alimentacién del ganado se basa en pastoreo y los quesos se consumen
después de cuatro meses de maduracion a temperatura y humedad relativa ambiental. Este
queso ha sido descrito también como Queso Afiejo de Zacazonapan®).

Conocer la evolucion de los principales grupos microbianos durante la maduracion de este
queso y la calidad microbiologica final, puede sugerir modificaciones al proceso de
maduracion que mejoren la calidad sin perder ninguna de sus caracteristicas. Por lo tanto, el
objetivo del estudio fue evaluar la evolucion bacterioldgica de quesos artesanales durante
su maduracion bajo condiciones no controladas en dos épocas de produccion.
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El trabajo se realizé en siete queserias del municipio de Zacazonapan (19° 07" 27" N, 100°
02" 57” O y 1470 msnm). Su temperatura y precipitacion media anual es de 23.0 °C y
1,041.8 mm respectivamente. El estudio se llevé a cabo al final de la temporada de
produccién de queso (de noviembre de 2010 a abril de 2011), el cual se le denomind como
lote de “queso de secas” por las condiciones ambientales en las que es madurado. A
mediados de la temporada de produccién del siguiente afio (de septiembre de 2011 a
febrero de 2012), el lote se le llamd “queso de lluvias”. Antes de la elaboracion del queso
se tomo una muestra de leche de cada sitio de produccién de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana (NOM) 109 (manejo y toma de muestras)®. Las muestras se colocaron en
contenedores estériles cerrados y se transportaron a 4 °C para su andlisis en laboratorio de
microbiologia al siguiente dia. Se adquirieron dos piezas de queso fresco de
aproximadamente 2.0 kg de peso en ambas temporadas de muestreo y se llevaron a una
queseria de la zona donde se dejaron madurar por 150 dias en condiciones normales de
temperatura y humedad relativa. Usando un sacabocado, de cada pieza de queso se
colectaban dos muestras de 50.0 g a los 0, 30, 60, 120 y 150 dias de maduracion. Se utilizé
cera de Campeche para sellar los huecos del lugar donde se tomaba la muestra. De cada
muestra de queso se determind la presencia de mohos y levaduras (MyL), bacterias
mesdfilas aerobias (BMA), Staphylococcus spp. (Staph), coliformes totales (CT),
coliformes fecales (CF), Salmonella spp. (Salm) y Listeria spp. (List). Para determinar
MyL, se homogenizaron 10 g de la parte central del queso + 10 ml de leche de cada
muestra obtenida en 90 ml de agua peptonada al 0.1 % (por duplicado) y se prepararon
diluciones decimales a partir de esta primera dilucion, obteniendo las diluciones 1072 hasta
107. Posteriormente, se incubaron durante 24 h a una temperatura de 25 °C.

Para determinar BMA, Staph, CT, CF, Salm y List se colectaron 25 g de la parte central del
queso + 25 ml de leche de cada muestra y se homogenizaron en 225 ml de agua peptonada
al 0.1 % (por duplicado). De esta solucion se realizaron diluciones decimales hasta 107,
posteriormente se incubaron por 24 h a una temperatura de 35 °C.

De acuerdo a NOM’s, la presencia de MyL fueron determinadas mediante el conteo en
placa con agar papa dextrosa después de incubacion a 25 °C por 48 h®. Para BMA se
utiliz6 agar triptona-extracto de levadura incubando a 35 °C por 48 h®. Las CT se
determinaron en plato mediante agar rojo violeta bilis despues de incubacion a 35 °C por 24
h(9, La presencia de CF se determind mediante la técnica del ndmero mas probable,
utilizando caldo lauril sulfato triptosa, después de incubar a 35 °C por 24 hY. La
determinacion de Staph con agar Baird-Parker y la adicion de telurito de yema de huevo,
incubados 37 °C por 48 h después del crecimiento?. Anélisis para Salm en agar
Salmonella Shigella incubados por 48 h a 35 °C*® y List incubados a 35 °C por 48 h en
agar Oxford¥), Los datos obtenidos se normalizaron mediante logio, se utilizé un disefio
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experimental de bloques completamente al azar y se analizaron con el comando del modelo
general lineal del minitab V.14%%. Cuando se observaron diferencias significativas
(P<0.05) se aplico la prueba de Tukey.

La evolucion de la temperatura y la precipitacion en la region de estudio se observa en la
Figura 1. La temperatura de maduracion de los quesos de secas inicia a 24.8 °C en
noviembre y finaliza con 31.8 °C en abril; las precipitaciones son casi nulas (<12 mm/mes)
caracteristicas propias de la época de estiaje (Figura 1a). En los quesos de lluvias la
temperatura de maduracion comienza con 22.1 °C en septiembre y finaliza con 22.7 °C en
febrero, las precipitaciones fueron de 240 mm al inicio de la maduracion y de 36 mm al
final (Figura 1b).

Figura 1: Precipitacion y temperatura durante la maduracion ambiental del queso
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La humedad relativa, la temperatura y el tiempo son factores importantes durante la
maduracion de los quesos®®). Las temperaturas de maduracion observadas en este trabajo
favorecieron el desarrollo de los microorganismos y las precipitaciones afectaron la textura
final de los quesos; la ausencia de lluvias produjo quesos mas secos, presentando cortezas
agrietadas y la presencia de lluvias produjo quesos mas suaves con corteza humeda, lo que
evitdo que los quesos reventaran por la produccion de gas. Sin embargo, estos quesos
presentaron al interior agujeros y zonas putrefactas, fendbmeno conocido como hinchazon
tardia®”.
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Los conteos realizados a la leche utilizada para la elaboracion del queso (Cuadro 1) fueron
de 7.03, 7.02 y 4.9 (logio0 UFC/ml de leche) para MyL, BMA y CT. El uso de leche de mala
calidad microbiologica, es una practica comun durante la produccion de quesos artesanales
de leche cruda y se atribuye a las malas practicas de ordefio. De igual forma, la ausencia de
la cadena fria y deficientes condiciones de transporte, conlleva a las cuentas de MyL, BMA
y CT19),

Cuadro 1: Calidad microbioldgica de la leche y del queso Zacazonapan durante la

maduracion
Leche / Queso MyL ! BMA'! Staph ! CT!? CF?
Leche 7.03 7.02 ND 4.9 ND
Dias de maduracién de queso
0 9.250° 9.499? 9.090%° 9.468% 3.0402
30 9.632° 9.8822 9.8272 9.854% 3.0402
60 9.628° 9.403 ? 7.133° 7.276° 3.040°
120 9.908% 8.858 P 8.438° 6.680° 2.340°
150 10.102? 8.900° 7.797° 7.147° 1.767°¢
Promedio 9.704 9.308 8.457 8.085  2.645
Epoca de produccion de queso
Secas 9.722 8.912° 7.992° 8.189  3.040°2
Lluvias 9.648 9.865? 9.1232 8.022 2.195°
Promedio 9.685 9.388 8.558 8.106  2.618
EEM 0.21 0.26 0.529 0.947  0.264

MyL= mohos y levaduras; BMA= bacterias mesofilas aerobias; Staph= Staphylococcus spp. CT= coliformes
totales; CF= coliformes fecales.
1% logyo unidades formadoras de colonias / g de queso o ml de leche.
27 |ogyo Nimero mas probable / g de queso.
ac= letras diferentes dentro de una columna indican diferencias (P<0.05). EEM= error estandar de la media.
ND: No determinado

En ambos lotes de queso se observa que, en los primeros dias de maduracion hay un
incremento de las cuentas microbianas (dia 30), las cuales disminuyen a lo largo del
proceso de maduracion debido a los procesos bioguimicos y microbioldgicos que ocurren al
interior del queso como la reduccion del contenido de agua, la concentracion de sélidos, el
incremento de la acidez y una reduccion del pH causada por la accién de bacterias lacticas.
Lo anterior provoca una competencia microbiana por los nutrientes?,

El grupo de los MyL (Cuadrol), presento diferencias significativas (P<0.05) entre dias de
maduracion. Esto se debe a la retencion fisica de los microorganismos en el cuajo y a la
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multiplicacion microbiana durante el cuajado de la leche y drenado del suero®®. La
reduccion de MyL a partir del dia 60 se atribuye a que a medida que la maduracion
transcurre, el centro del queso se comprime y se reduce el oxigeno necesario para la
reproduccion microbiana®,

Los conteos de MyL observados en este estudio concuerdan con los encontrados en quesos
similares. Por ejemplo, el queso Tepeque oreado, en la época de estiaje presentd conteos de
7.6 logio UFC/g de queso y de 7.7 logio UFC/g de queso en época de lluvias; y cuando el
queso Tepeque se llevé hasta la maduracion, en la época de estiaje presentd 6.2 logio
UFC/g y 6.4 logio UFC/g en queso madurado en la época de Huvias®Y.

Durante la maduracion del queso Kurdish, el queso fresco inicia con 5.6 logio UFC/g de
queso, a los 20 dias presenta 5.95 logio UFC/g de queso, hasta llegar a 9.28 logio UFC/g de
queso en los 40 dias, posteriormente la carga comienza a disminuir llegando a 9.06 logio
UFCl/g de queso en el dia 60%?. La misma dinamica poblacional se observé en el presente
estudio y se relaciona con el agotamiento en el contenido de lactosa por la utilizacion
simultanea de las bacterias acido lacticas82022),

La NOM 243 SSAL, que refiere las disposiciones y especificaciones sanitarias para leche y
derivados lacteos®®, no especifica la determinacion de BMA como microorganismos
indicadores de calidad en quesos, debido a que este grupo incluye a las bacterias acido
lacticas que son microorganismos deseables en la maduracion del queso®?, las cuales por
sus actividades proteoliticas y lipoliticas a largo plazo, contribuyen al desarrollo del sabor y
aroma820:22) proporcionando las caracteristicas propias al producto de una region. En este
estudio, las BMA presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre dias de maduracion
y entre épocas de produccion. Al respecto, los conteos del queso de secas fueron de 8.91
logio UFC/g de queso y el de lluvias de 9.86 logio UFC/g de queso (Cuadro 1). Los conteos
microbiol6gicos aumentaron en los primeros 30 dias de maduracion, debido a la presencia
de bacterias acido lacticas inherentes en la leche o en el cuajo usado para la elaboracién del
queso, obtenido de becerros jovenes de la region.

La disminucion de los conteos de BMA a partir del dia 60 se atribuye a que el crecimiento
de estos organismos durante la maduracion del queso es controlado por algunos factores
fisicoquimicos como la actividad del agua, concentracion de sal, pH, acidos organicos,
temperatura durante la maduracion, el potencial de Oxido reduccién y presencia de
nitratos®®.

La dindmica poblacional de las BMA de este estudio concuerda con la de otros quesos. En
el queso de poro artesanal con tres dias de elaboracion las BMA estaban presentes con una
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concentracion de 6.77 logio UFC/g de queso y a los 12 dias de elaboracion se
incrementaron a 7.44 logio UFC/g de queso®®. En el queso Tepeque oreado, en la época de
estiaje se reportaron concentraciones de 7.9 logio UFC/g de queso y en la de lluvias de 7.6
logio UFC/g de queso. En el queso Tepeque llevado hasta la maduracion, la concentracion
tanto en el queso producido en época de estiaje como en la de lluvias fue de 6.1 logio
UFC/g de queso®?. En el estudio realizado por Hernandez et al®® al queso afiejo de
Zacazonapan, los quesos fueron madurados a una temperatura de 24 °C y a una humedad
relativa de 65 % y a los 27 dias de maduracion las BMA estuvieron presentes a una
concentracion de 1.5 a 7.8 logio UFC/g de queso.

El grupo de los Staph (Cuadro 1) presentaron diferencias (P<0.05) entre dias de
maduracion y entre época de produccion. El promedio de los conteos realizados al queso en
la época de secas fue de 7.99 logio UFC/g de queso y en el de la época de lluvias de 9.12
logio UFC/g de queso. La presencia de estafilococos y la aparicion de enterotoxinas en los
alimentos son parametros importantes en la evaluacion de la inocuidad de los alimentos®?.
Staphylococcus aureus se encuentra a menudo en la leche cruda y en el ambiente de las
plantas de queso (equipo y personal), es tolerante a la sal y puede crecer bajo una amplia
gama de condiciones; la baja produccién de acido puede permitir que el estafilococo crezca
y produzca enterotoxinas®27),

En queso de poro artesanal, se encontrd que S. aureus estuvo presente con una
concentracion promedio de 5.91 logio UFC/g de queso en queso de tres dias y de 6.29 logio
UFC/g de queso con 12 dias de maduracion®®. En queso Tepeque oreado, la carga
microbiana fue de 7.9 y 7.7 logio UFC/g de queso en queso de la época de estiaje y de la
época de lluvias respectivamente®d. En el queso Kurdish la concentracion fue de 3.06 logio
UFC/g de queso en queso fresco y de 1.12 logio UFC/g de queso a los 40 dias de
maduracion®®?. Resultados similares a los encontrados en este trabajo indican serias fallas
en las condiciones higiénico-sanitarias de las queserias® y, en consecuencia, el consumo
de este queso puede provocar una intoxicacion estafilocécica representando un peligro para
el consumidor®?,

Diferencias significativas (P<0.05) se observaron en el contenido de CT entre dias de
maduracion, disminuyendo durante todo el proceso. ElI promedio de ambos lotes de queso
fue de 8.10 logio UFC/g de queso (Cuadro 1). Los CT son un buen indicador de la calidad
higiénica, su presencia es indeseable porque causa defectos estructurales en el queso y son
un indicador de contaminacion fecal y refleja falta de higiene durante la elaboracion o
manipulacion del producto y advierten la posible presencia de otros patégenos®®. Durante
el salado, se presenta un proceso lento de deshidratacion natural de los quesos,
favoreciendo la sobrevivencia de estas bacterias por mas tiempo®),
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La carga bacteriana de CT en los quesos del dia cero (Cuadro 1) fue similar a lo reportado
en quesos frescos®®2), La carga minima observada en este estudio fue de 6.68 logio UFC/g
de queso a los 120 dias, similar al queso Tepeque madurado®Y. Sin embargo, supera los
conteos reportados en quesos oreados o de maduracion controlada como el queso de poro
artesanal®®, el queso Afiejo de Zacazonapan®® y el queso de Corrientes®?, lo que deja en
claro la importancia de controlar las condiciones de maduracion de este tipo de quesos.

Los conteos para CF (Cuadro 1) presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre época
de produccion, siendo mayor en los quesos de secas (3.04 logio NMP/g de queso). Los
resultados de este trabajo fueron menores a lo encontrado en el queso crema tropical
mexicano elaborado con leche sin pasteurizar de la region de Tonald, Chiapas®® y su
presencia en queso, indica la contaminacion por heces®?: La disminucion de los conteos a
partir de los 120 dias de maduracién en los quesos de lluvias, se debe a la accion de las
bacterias &cido lacticas®”.

Los resultados de los andlisis realizados para Salm y List durante la maduracién de los
quesos (Cuadro 2) indican que Salm solo fue detectada en los quesos del dia 0 (quesos

frescos) y List estuvo presente durante toda la maduracion.

Cuadro 2: Salmonella spp. y Listeria spp. durante la maduracién del queso Zacazonapan

Dias de maduracién

Grupo microbiano Lote 0 30 60 120 150
Secas P

Salm Lluvias P

List Secas P P P P P
Lluvias P P P P P

Salm= Salmonella spp. List= Listeria spp. P= Presente en 25 g de muestra.

La presencia de Salm en quesos se relaciona a la elaboracion de productos con leche no
pasteurizada y se ha detectado en quesos frescos®, en los primeros dias de
maduracion227:32)_ En quesos con 7 dias de maduracion no se detectd Salm y se atribuye a
la acumulacion de 4cido lactico y a la disminucion del pH (< 4.7)@7,

La presencia de List en los quesos (Cuadro 2) sugiere una contaminacion al utilizar leche
contaminada por vacas que sufren de mastitis subclinica®). Bacterias del género List se han
detectado en los equipos utilizados en la manufactura de quesos®®, en quesos oreados y
madurados®®-2), Aunque no se determind la especie, se debe considerar el riesgo a la salud
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del consumidor que List representa, ya que puede producir alteraciones importantes al
sistema nervioso central e incluso la muerte®,

Los resultados obtenidos en esta investigacion, el conteo bacteriano de los grupos
estudiados supera lo permitido por la NOM 243 SSA1®?®. Sin embargo, existe una
tendencia a nivel mundial de consumir productos artesanales que son buscados por su sabor
y calidad ligados al lugar de origen. La diversidad microbiana, asi como las interacciones
entre las poblaciones, son los principales factores que contribuyen al sabor de los quesos
tradicionales®¢29),

Se concluye que la maduracién por 150 dias de ambos lotes de quesos, como se realiza
tradicionalmente, es insuficiente para inhibir el desarrollo de microorganismos patdgenos,
aunque el queso de lluvias presentd menor carga microbiana. La presencia de bacterias del
género List y Salm indicaron un riesgo sanitario mayor y no es apto para el consumo. Es
necesario realizar acciones en todo el proceso del queso, y se sugiere implementar buenas
practicas de manufactura para la produccion del queso, y que se adapte un espacio de la
queseria como camara de maduracion.
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