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RESUMEN GENERAL

DETERMINACION DE PEPTIDOS Y BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN
QUESO BOLA DE OCOSINGO, CHIAPAS COMO ESTRATEGIA DE
POSICIONAMIENTO COMERCIAL *

La tendencia actual en el consumo de alimentos va mas alla de cumplir
necesidades nutricionales, recientemente un grupo de alimentos, denominados
tradicionales, artesanales y tipicos, estan siendo valorados por propiedades
relacionadas con la funcionalidad de algunos compuestos que promuevan
beneficios en la salud y que ademas son genuinos y sin aditivos. Dentro de estos
compuestos, los péptidos han demostrado poseer varias propiedades bioactivas:
antihipertensiva, antimicrobiana, inmunomoduladora, antioxidantes, etc. Con
fines de demostrar el perfil saludable del queso Bola de Ocosingo, Chiapas
(QBO), en esta investigacion se evaluaron a diferentes tiempos de maduracién
(T1: 5, T2: 21y T3: 40 dias): la cuenta total de las bacterias acido lacticas (BAL)
en Placas Petriflm™ BAL, la caracterizacién molecular y concentraciéon de
péptidos mediante el HPLC y una columna de exclusion molecular y la actividad
antihipertensiva en el QBO, se determin6 considerando la concentracién de acido
hiparico generada durante la reaccion de la Enzima convertidora de
Angiontensina (ECA) con el sustrato de Hipuril-L-Histidil-Leucina mediante el
HPLC con una columna de fase reversa. Para la caracterizacion de la
Agroindustria (Al) y valorizacién de los consumidores: se evaluaron 6 Al y se
encuestaron 100 consumidores del QBO. Los resultados sugieren que a mayor
tiempo de maduracién de los quesos la cuenta total de las BAL disminuye, caso
contrario con la concentracion de péptidos que incrementaron la FV y FVI de bajo
peso molecular y la actividad antihipertensiva fue mayor al T3 existiendo
diferencia significativa (p<0.05). Los péptidos se encontraron en intervalo de
26.625- 1.423 kDa. La mayoria de las Al tienen indice de adopcion aceptable;
pero en las ganancias se ve reflejado si les ha sido favorable. Los consumidores
del estrato 3 son los de mejor disposicion a pagar por el QBO, con caracteristicas
de mayor ingreso econdmico y nivel de escolaridad de posgrado.

Palabras clave: péptidos bioactivos, actividad antihipertensiva, tradicional,
innovacion

*Tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Ing. Melbys Lopez Lopez

Director de Tesis: Dr. Anastacio Espejel Garcia
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GENERAL ABSTRACT

DETERMINATION OF PEPTIDE AND LACTIC ACID BACTERIA IN BOLA
CHEESE OCOSINGO, CHIAPAS AS A COMMERCIAL, POSITIONING
STRATEGY*

The current trend in food consumption goes beyond meeting nutritional needs,
recently a group of foods, called traditional, artisanal and typical, are being valued
for properties related to the functionality of some compounds that promote health
benefits and they are also genuine and without additives. Within these
compounds, the peptides have been shown to possess several bioactive
properties: antihypertensive, antimicrobial, immunomodulatory, antioxidants, etc.
In order to demonstrate the healthy profile of the Bola cheese from Ocosingo,
Chiapas (QBO), this research was evaluated at different ripening times (T1: 5, T2:
21 and T3: 40 days): the total count of the lactic acid bacteria (LAB) in Petrifilm™
LAB Plates, the molecular characterization and concentration of peptides by
HPLC and a molecular exclusion column and the antihypertensive activity in QBO,
was determined considering the concentration of hippuric acid generated during
the reaction of the Enzyme-converting of the Angiontensin (ECA) with Hipuril-L-
Histidyl-Leucine substrate by HPLC with a reverse phase column. For the
characterization of the Agroindustry (Al) and consumer valorization: 6 Al were
evaluated and 100 consumers of the QBO were surveyed. The results suggest
that the longer the cheese ripening, the total LAB counts decreases, otherwise
with the concentration of peptides that increased the FV and FVI of low molecular
weight and the antihypertensive activity was higher than T3 and there was a
significant difference (p <0.05). The peptides were found in a range of 26,625-
1,423 kDa. Most of the Al have an acceptable adoption rate; but in the profits, it
is reflected if it has been favorable. The consumers of stratum 3 are the best
willing to pay for the QBO, with higher economic income characteristics and a
graduate school level.

Keywords: bioactive peptides, antihypertensive activity, traditional, innovation

* Thesis: Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Ing. Melbys Lopez Lopez

Advisor: Dr. Anastacio Espejel Garcia
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1. INTRODUCCION GENERAL

En México existe una gran diversidad de quesos tradicionales denominados
también artesanales, son muy variados y heterogéneos en calidad, que compiten
desventajosamente con productos industriales, muchos de ellos de imitacion o
sustitutos; sin embargo, los quesos artesanales forman parte de la cultura de los
mexicanos y que para un estrato de la poblacion representan mas que un
alimento, es decir, son valorados por aspectos intangibles como la tradicién,
cultura y la historia. Estos quesos estan fuertemente vinculados a su lugar de
origen o como bien mencionan los franceses al “terroir”y son un testimonio de la
historia, la cultura de las comunidades que los producen y su saber-hacer;
ademas, se elaboran en su mayoria con leche cruda de vaca, cabra u oveja, y
con el empleo minimo de aditivos y un elevado uso de recursos naturales que

confieren la tipicidad y atributos Unicos.

Los alimentos tradicionales constituyen una parte importante de la cultura, la
identidad y herencia gastron6mica mexicana. Sin embargo, los pequefios
productores de este tipo de alimentos se enfrentan al reto de mejorar la
seguridad, inocuidad y comodidad de sus productos mediante la incorporacion
de innovaciones que les permitan modernizarlos e incrementar su competitividad
en un mercado cada vez mas globalizado sin perder la esencia de lo tradicional.
La aplicacion de innovaciones en este tipo de productos debera realizarse de
manera consiente de tal forma que no origine una alteracién de la imagen,

tipicidad y genuinidad de los mismos.

Una caracteristica distintiva de los productos tradicionales es que aparte de gozar
de autenticidad e historia cultural, composicionalmente en el caso de productos

madurados como los quesos, se generan compuestos tales como los péptidos



gue podrian contribuir a valorizar y promover los beneficios de este tipo de
productos. En los ultimos afios el estudio de los péptidos con actividad biolégica
ha tenido gran relevancia sobre todo porque estos componentes son capaces de
ejercer actividades reguladoras en el organismo humano independientemente de
su valor nutricional. Estos péptidos bioactivos necesitan ser liberados, para que
su actividad biologica pueda llevarse a cabo, debido a que se encuentran
encriptados en las proteinas de la leche. Una manera de obtener las secuencias
peptidicas bioactivas es a través del sistema proteolitico de las bacterias acido
lacticas (BAL) durante la maduraciéon o fermentacion de productos lacteos. Las
actividades bioldgicas sobre los péptidos bioactivos son variadas y comprenden:
actividad opiacea, antihipertensiva, inmunomoduladora, antimicrobiana,

antitrombatica, antioxidante, entre otras.

Los péptidos antihipertensivos son los péptidos bioactivos mas estudiados de los
alimentos, ya que éstos muestran actividad de inhibicion contra la Enzima
Convertiora de Angiotensina (ECA), la cual esta relacionada con la regulacién de
la presién arterial por la modulacién del sistema renina-angiotensina; es decir

estos péptidos ayudan a reducir la presion arterial.

Por lo anterior, resulta importante el estudio de compuestos funcionales como
son los péptidos bioactivos y la determinacion de bacterias acido lacticas en el
Queso Bola de Ocosingo, Chiapas (QBO), ya que se ha reportado que algunas
BAL producen péptidos con alguna actividad biolégica. A partir de ello, esta
investigacion tuvo el proposito de generar una estrategia integral de
posicionamiento del queso, combinando la caracterizacion de la agroindustria
quesera, valorizacion de los consumidores del QBO vy los aportes benéficos de
los péptidos existentes en el queso a partir del desarrollo de las BAL en la

maduracién, considerando el valor artesanal y tradicion de este producto.

Los capitulos que conforman la presente investigacién son tres; en el primer
capitulo se determind la cuenta total de las BAL durante la maduracion de los
quesos Bola (5 dias, 21 dias y 40 dias). En el segundo capitulo se determinaron
péptidos en queso Bola y la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de la
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angiotensina o actividad antihipertensiva a diferentes periodos de maduracién (5
dias, 21 dias y 40 dias). El tercer capitulo tuvo como propoésito caracterizar a la
agroindustria quesera del Queso Bola de Ocosingo, Chiapas y desarrollar una

estratega de valorizacion a partir del estudio del consumidor del queso Bola.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Marco tedrico
2.1.1. Alimentos tradicionales

En los ultimos afios, la demanda por productos alimenticios tradicionales ha
aumentado, existe una nueva tendencia de estilo de vida conocida como
‘consumo verde”, por personas que demandan alimentos organicos, ya que
cuentan con niveles bajos de quimicos aplicados para la conservacion del
alimento y lo consideran mas natural, el cual ha llevado a un interés particular por

los productos alimenticios tradicionales (TFP) (Settanni & Moschetti, 2014).

La EuroFIR (2007) define alimento tradicional como: un alimento de una
caracteristica o caracteristicas especificas, que lo distinguen claramente de otros
productos similares de la misma categoria en términos del uso de ingredientes
tradicionales (materias primas o productos) o composicion tradicional o tipo de
produccion tradicional o método de procesamiento. También un alimento
tradicional es un producto consumido o asociado con celebraciones o épocas del
afio especificas; normalmente es transmitido de generacidon en generacion,
elaborado con esmero de una forma concreta, segun la herencia gastrondmica,
con poco o ningun procesado, diferenciado y conocido por sus propiedades
sensoriales y asociado a una localidad, regién o pais determinado (Guerrero,

Guardia, Xicola, Verbeke, Vanhonacker, Zakowska-Biemans, & Hersleth, 2008).

Los alimentos tradicionales constituyen un factor importante como elemento de
la cultura, identidad regional y el patrimonio culinario de regiones; su produccion
y venta representan un aporte econémico y social decisivo y contribuyen a la
diversificacion, al desarrollo y la sostenibilidad de las zonas rurales, previniendo

el éxodo; los alimentos tradicionales otorgan un potencial de diferenciacion



proporcionando una amplia variedad de productos para eleccion de los
consumidores (Guerrero, Claret, Verbeke, Enderli, Zakowska-Biemans,
Vanhonacker & Herslet, 2010).

Desafortunadamente, en diferentes partes del mundo, los alimentos
tradicionales, se encuentran en peligro de extincién debido a los cambios y ritmos
de vida contemporaneos. Los nuevos estilos de vida demandan mayor cantidad
de productos, mayor tiempo de conservacion y una manera mas facil y econémica
de adquirir los alimentos (Trichopoulou et al., 2006). Ademas, los TFP corren el
riesgo de ser imitados, es decir que no sean auténticos ni genuinos. Son
elaborados con otro tiempo de proceso ajeno al original y materia prima
estandarizada o de una procedencia desconocida. Principalmente se llega a este
tipo acciones por la reduccion de costos y bajos precios de estos alimentos para
la aceptabilidad del consumidor, poniendo en riesgo a un alimento tradicional, el

cual generalmente es mas caro.
2.1.2. Quesos tradicionales mexicanos

Un queso tradicional puede ser definido entonces como aquel que posee una raiz
historica que se remonta en décadas o siglos. Los quesos tradicionales se
caracterizan por sabores intensos y diferentes, con una variabilidad
razonablemente alta incluso dentro de la variedad de queso, ademas son
productos de nicho de mercado, que generalmente son hechos a mano y
producidos a nivel local (Villegas, Santos & Cervantes, 2016; Licitra, 2010).

La complejidad del queso mexicano como un alimento cultural se debe a que es
resultado de numerosos factores, como el medio ambiente, el clima, la raza de
los animales, el tipo de flora nativa con la que se alimentan los animales, la
manera en que es manejada la leche cruda, la microflora natural de la leche, el
uso y tipo de cuajo, la tecnologia utilizada para la elaboracion del queso, las
herramientas tradicionales empleadas y la maduracion del queso, entre otros.

Todo lo anterior se realiza mediante un proceso Unico que solamente el quesero



conoce y sin depender de tecnologias avanzadas o modernas para la elaboracién
del queso (Licitra, 2010).

En el pais existen mas de 40 variedades de quesos tradicionales, algunos gozan
de una amplia difusién como el queso Chihuahua, el tipo machego mexicano, el
panela, el asadero y el Cotija. Otros solamente se conocen en ciertas regiones,
por ejemplo el queso crema de Chiapas, Queso Bola de Ocosingo, Chiapas, el
gueso afejo de Zacazonapan y el queso Poro de Tabasco (Cervantes, Villegas,
Cesin & Espinoza, 2006).

2.1.3. Queso Bola de Ocosingo Chiapas

El Queso Bola de Ocosingo, Chiapas (QBO) es un queso original y atipico de los
guesos mexicanos tradicionales, principalmente por su apariencia de una bola y
proceso de elaboracion. Se elabora con leche cruda de vaca de doble propésito,
generalmente de cruzas de cebul y pardo suizo. Esta formado por dos tipos de
guesos, uno dentro de otro, su elaboracion puede dividirse en dos fases: la
elaboracion de la pasta del nucleo por cuajado mixto (lactico-enzimatico) y la
elaboracién de la corteza o forro derivada de una cuajada de pasta hilada hecha
con leche totalmente descremada (Villegas, Cervantes, Cesin, Espinoza, Ortega,
Hernandez, Santos & Martinez, 2014).

La elaboracion del Queso Bola se realiza durante un lapso mayor a las tres
semanas (21 dias), ya que es necesario madurar ligeramente la pasta del ndcleo
a temperatura ambiente, antes de colocarle el forro. Finalmente, el queso del
ndcleo se compacta a mano en forma de bola y se cubre por dos capas sucesivas
del queso de pasta hilada para el forro, el cual es rica en caseina, que, al enfriarse
y orearse, se endurece y funciona como en empaque propio del Queso Bola

(Cervantes, Villegas, Cesin & Espinoza, 2008).

El Queso Bola es un producto tipico cuya calidad esta ligada al origen, se elabora
en Ocosingo, Chiapas y lo elaboran unos cuantos queseros artesanales, cuyo

conocimiento tecnoldgico se basa en un saber-hacer tradicional que ha pasado



de generacion en generacion por tradicion oral y practica, y que constituye parte
del capital cognitivo del territorio donde se elabora este producto (Lopez, 2013;
Gonzéalez-Cordova Yescas, Ortiz-Estrada, De la Rosa-Alcaraz & Hernandez-
Mendozal., 2016).

2.1.4. Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias del acido lactico (BAL) pertenecen a una gran familia de bacterias
fermentativas Gram positivas, generalmente inmdviles, no esporuladas,
microaerofilicas, con forma de bacilos o cocos. Producen acido lactico como
principal producto de fermentacién a partir de la glucosa, y se producen
naturalmente como microbiota autdctona de la leche cruda. Su presencia
contribuye a las grandes diferencias en las caracteristicas organolépticas,
bioquimicas y de sabor de los productos lacteos artesanales (Bao, Liu, Yu, Wang,
Qing, Chen, Wang, Zhang, Qiao, Sun & Zhang, 2012; Domingos-Lopes, Stanton,
Ross, Dapkevicius, & Silva, 2017).

El grupo de las BAL esta compuesto por 13 géneros, siendo las mas estudiadas:
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Pediococcus, por su incidencia en los alimentos. Dentro de los géneros que
conforman las BAL, se clasifican en dos grupos heterofermentativas y

homofermentativas (Drouault & Corthier, 2001; Jay, Loessner & Golden, 2005).

Homofermentativas: producen acido lactico como el producto de la fermentacion;
poseen enzimas aldosa y hexosa isomerasa, utilizando la via Embden-Meyerhof.
Sin embargo, hay homofermentativas obligadas y facultativas. Estas tienen
glucosa-6-P-deshidrogenasa y siguen la via de las pentosas. Los géneros
Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, junto con algunos lactobacilos son

homofermentativos (Parés & Juarez, 1997; Jay et al., 2005).

Las bacterias acido lacticas homofermentativas utilizan la ruta de Embdem —
Meyerhof (EMP), esta ruta es la mas extendida para la conversion fermentativa

de glucosa en acido piravico, donde el sustrato organico experimenta una serie



de reacciones oxidativas y reductoras equilibradas. En esta reaccion el NADH se
oxida a NAD+ y el acido piravico se reduce, transformandose en acido lactico en
presencia de la enzima lactato deshidrogenasa, como se muestra en la Figura

2.1.1, en la conversién del piruvato a lactato (Parra, 2010).
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Figura 2.1.1. Metabolismo de las bacterias &cido lacticas homofermentativas.



Heterofermentativas: producen siempre, ademas de 4&cido lactico, otros
productos finales de la fermentacion heterolactica, como etanol, aldehidos y
diéxido de carbono (CO2) a partir de la ruta de las hexosas; poseen soélo la enzima
fosfocetolasa por lo que siguen las vias monofosfato de hexosa o de las
pentosas. Todas las especies de Leuconostoc, asi como lactobacilos, son

microorganismos heterofermetantivos (Parés & Juarez, 1997; Jay et al., 2005).

Las especies heterolacticas obligadas utilizan solamente la ruta dependiente
fosfocetolasa para metabolizar azlcares, y ademas de acido lactico, ellas
producen cantidades significativas de acido acético y/o etanol con la generacion
de dioxido de carbono; la D-galactosa puede ser metabolizada a través de la ruta
tagatosa 6-fosfato o ruta Leloir como se representa en la Figura 2.1.2. Estas
especies fermentativas metabolizan hexosas a través de la ruta glicolitica
Embden-Meyerhof, pero pentosas y algunas otras sustancias son metabolizadas
via fosfocetolasa para producir &cido lactico y otros productos (tipicamente acido

acético y etanol) (Parra, 2010).
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Figura 2.1.2. Metabolismo de las bacterias acido lacticas heterofermentativas.

Las BAL se hallan en la leche cruda, lo mismo que en carne y vegetales crudos;
algunas especies también son habitantes normales del cuerpo humano. Los
guesos artesanales pueden albergar una rica diversidad de BAL con propiedades
funcionales (Figura 2.1.3). Las caracteristicas especificas del sabor y el aroma
de las variedades de quesos artesanales, elaboradas tradicionalmente, pueden
atribuirse al tipo de leche, su calidad microbiolégica, el grado de acidificacion de

la cuajada, la tecnologia de fabricacion o las condiciones de maduracion.
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Figura 2.1.3. Propiedades funcionales de las BAL en los alimentos.

La capacidad proteolitica de las BAL desempefia un papel muy importante
durante la fermentacion de la leche, principalmente en el fraccionamiento de
proteinas a péptidos y aminoacidos libres; algunos de estos péptidos presentan
actividad bioldgica por lo que son considerados péptidos bioactivos. (Gonzalez-
Olivares, Jiménez-Guzman. Cruz-Guerrero, Rodriguez-Serrano, Gomez-Ruiz &

Garcia-Garibay, 2011; Domingos-Lopes et al. 2017).
2.1.5. Péptidos bioactivos

Las proteinas, son de alto valor biol6gico y son altamente digeribles, pero ademas
pueden funcionar como precursores de péptidos bioactivos que pueden ejercer
diversos efectos bioldgicos en el cuerpo humano, tales efectos antihipertensivos,
antimicrobianos, inmunomodulatorio y antioxidante, entre otros (Lopez-Expdsito,
Amigo & Recio, 2012).

Los péptidos funcionales o bioactivos son fragmentos especificos de proteinas
(secuencias de aminoacidos inactivos) que estan en el interior de la proteina

precursora, pero que ejercen determinadas actividades bioldgicas tras su

11



liberacion mediante hidrdlisis quimica o enzimatica. Generalmente son péptidos
de tamafo pequefio, de 3 a 20 aminoacidos (Mdller, Scholz-Ahrens, Roos, &
Schrezenmeir, 2008; Lorenzo 2015).

Para que exista un efecto fisiolégico in vivo, es necesario que los péptidos
bioactivos sean liberados durante la digestion y que alcancen el lugar donde
ejercen su accion en el tracto intestinal o después de su reabsorcion en los
organos periféricos. Ademas de haber demostrado la formacion de estos
péptidos bioactivos por digestion in vivo e in vitro, también hay estudios que
demuestran que son liberados durante la elaboracién de los productos lacteos
tales como, leches fermentadas, quesos y sueros derivados de queseria (Figura
2.1.4) (Lorenzo, 2015).

Leche

l [ | [ [ | ] | Proteina precursora
Fermentacién de laleche / Fermentacion
l [ | | |
l l l - l Digestion
1 Digestion Gl-tract
] ] [ T T [
l | l | l | l | L] ] ]

1 Digestion l

N A o O [

[ 11 I réptido bioactivo encriptado

Figura 2.1.4. Esquema de posibles diferencias entre péptidos liberados de
proteinas precursoras por fermentacion y / o digestion gastrointestinal.

Se han descrito distintas actividades para los péptidos bioactivos (Figura 2.1.5)
entre las que se destacan inmunoestimulante, antimicrobiana, opiode,
antitrombotica y sobre todo la reduccion de la presion arterial por inhibicion de la
enzima convertidora de angiotensina, implicada en la regulacién de la presion

arterial.
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Figura 2.1.5. Principales funciones de los péptidos bioactivos de las proteinas
lacteas.

2.1.5.1. Actividad antihipertensiva

La hipertension es el principal factor de riesgo para sufrir una enfermedad
cardiovascular, siendo asi un problema de salud publica, cuya prevalencia esta
en aumento. La hipertension afecta entre el 20-40 % de la poblacion adulta en
las Américas. Los péptidos que poseen actividad antihipertensiva lo hacen por
inhibicién de la enzima de la conversién de angiotensina. La enzima es clave en
la regulacion de la presion sanguinea al convertir la angiotensina | en
angiotensina Il que es un vasoconstrictor potente. Se han descrito péptidos que
muestran esta actividad: tres péptidos de a-S1 caseina y dos de la B-caseina

(Baro, Jiménez, Martinez-Férez & Bouza, 2001).

La ECA (EC 3, 4, 15, 1) es uno de los componentes principales del sistema renina
angiotensina, y juega un papel fundamental en la regulacion de la presion arterial
en el organismo. La ECA aumenta la presion sanguinea al catalizar la conversion
del decapéptido angiotensina | en el octapéptido angiotensina Il, el cual es un
potente vasoconstrictor (Skeggs, Kahan & Sumway, 1956). Ademéas la ECA

también actla en el sistema quinina-calicreina catalizando la degradacion del
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nonapéptido vasodilatador bradiquinina. Los inhibidores de la ECA reducen la
formacion de la angiotensina Il y la degradacion de la bradiquinina, disminuyendo
asi la vasoconstriccion de las arterias y produciendo por tanto un efecto

hipotensor (Figura 2.1.6).

Angiotensina | ECA Bradiquinina  POTENTE
DNVYIHPFHL : RPPGFSPFR VASODILATADOR

POTENTE Angiotensina Il Fragmentos
VASOCONSTRICTOR DNVYIHPFHL inactivos

Y 4 ECA

*" INHIBICION DE LA ECA

Vasoconsiriccidn Vasodilatacion
Incremento da la Reduccion da la
" tensién arterial ‘ Tensién arterial

Fuente: Quirés, 2007.

Figura 2.1.6. Reacciones catalizadas por la ECA (Enzima Convertidora de

Angiotensina).

Existen varios métodos para medir la actividad de inhibicion de la ECA in vitro
que se emplean para seleccionar potenciales sustancias con actividad
antihipertensiva in vivo. La mayoria de estos estudios utilizan el péptido sintético
Hipuril-Histidil-Leucina que al ser incubado con la ECA produce acido hipurico y
el dipéptido His-Leu, siendo estos productos de la reaccion posteriormente
cuantificados por diversos métodos: colorimétricos, fluorimétricos, por
electroforesis capilar, por cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) etc.
(Quiros, 2007).

Existen evidencias de que se pueden liberar péptidos bioactivos durante los

procesos de elaboracién de los productos lacteos. Durante la maduracién de los
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guesos son formados una gran variedad de péptidos que se ha mostrado tienen

algun tipo de actividad (Cuadro 2.1.1).

Cuadro 2.1.1. Ejemplos de péptidos bioactivos derivados de proteinas lacteas

(quesos).

Producto

Ejemplos de péptidos

bioactivos identificados

Bioactividad

Queso Cheddar

Quesos italianos
Mozzarella
Crescenza

Italico

Queso Emmental

Queso Manchego

Queso cocido de Sonora
Queso fresco de Sonora

Queso Crema de Chiapas

as1- Y fragmentos de f3-

caseina

B-cn f(58-72)

0s1- Y fragmentos de f3-

caseina

Ovino as1-, s2- Y
fragmentos
de B-caseina

ND

ND

Acarreadores de minerales

Inhibidores de la ECA

Inhibidores de la ECA
Acarreadores de minerales
Antimicrobianos

Inmunoestimulante

Inhibidores de la ECA

Actividad antioxidante

Actividad antioxidante

ND: No Determinado

Fuente: Korhonen & Pihlanto, 2003.
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2.1.5.2. Actividad inmunomoduladoray antimicrobiana

Determinados péptidos que ejercen un efecto protector sobre el organismo ya
sea potenciando el sistema inmune o mostrando un efecto antimicrobiano.
Suelen ser pequefios péptidos de 4-6 aminoacidos, como por ejemplo el Met-
enkephalin, que altera la respuesta inmune y retrasa la respuesta de
hipersensibilidad cutanea. Como ejemplo de actividad antimicrobiana, se cita
fragmentos de la caseina a conocidos como isracidina, que muestran in vivo un
efecto antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans (Baro
et al., 2001).

2.1.5.3. Actividad antioxidante

Los péptidos antioxidantes actuan impidiendo que otras moléculas se unan al
oxigeno, al reaccionar méas rapido con los radicales libres que con el resto de las
moléculas presentes en el microambiente de membrana plasmética, citosol,

nacleo o liquido extracelular. (Ruiz, Segura, Betancur & Chel, 2013).

Estudios recientes han demostrado que los péptidos antioxidantes pueden ser
liberados de las caseinas mediante hidrdlisis con enzimas digestivas y por
protedlisis durante la fermentacién de la leche. Estos péptidos estan compuestos
de 5 a 11 aminoécidos, entre los que se encuentra aminoacidos hidréfobos como:

Pro, His, Tyr, Trp.
2.1.5.4. Actividad antitrombotica

Los péptidos con actividad antitrombética o casoplatelinas son derivados del
extremo del C-terminal (caseinoglicomacropéptido) de la k-caseina bovina; son
similares a la cadena y del fibrindgeno. Su actividad consiste en inhibir la
agregacion plaquetaria, asi como inhibir la uniéon de la cadena y del fibrinégeno
humano a receptores especificos de las plaquetas impidiendo la formacion del

trombo.

16



La actividad antitrombatica ejercida por el fragmento Lys-Arg-Asp-Ser, derivado
de la lactoferrina, se debe a otro mecanismo de accion, ya que inhibe, de manera
dosis dependiente, la agregacion plaquetaria inducida por ADP, debido a la
homologia con el fragmento f (572-575) de la cadena a del fibrinbgeno (Mazoyer,

Lévy-Toledano, Rendu, Hermant, Fiat, Jollés & Caen, 1990).
2.1.5.5. Actividad opiacea

La actividad opiacea es originada por un hidrolizado de proteinas lacteas, dio
lugar al concepto de “exorfina”, o péptido opiaceo de origen dietético, en
contraposicion de “endorfina” o péptido endoégeno. Los péptidos opioides son
aquellos que poseen caracteristicas farmacoldgicas parecidas al opio (morfina).
Los péptidos opioides tipicos son conocidos como enddgenos y son derivados de
encefalinas, endorfinas y dinorfinas. Estos actian como receptores ligandos de
opioides. Los efectos fisiol6gicos de estos péptidos dependen del tipo de
receptor: los receptores p estan vinculados al control de la motilidad intestinal y
comportamiento emocional, los receptores & al control del comportamiento
emocional y los receptores k estan relacionados con analgesia y saciedad
(Gonzalez- Cérdova, Torres-Llanez & Vallejo-Codoba, 2005).

2.1.6. Innovacion en productos tradicionales

La innovacion se ha convertido en el principal componente de la competitividad.
Para lograr su gestion, las empresas deben aprovechar el poder de la ubicacién
en el terreno de la creaciéon y comercializacién de nuevas ideas. El manual de
Oslo (2006) define una innovacion como la introduccion de un nuevo, o
significativamente mejorado, producto (bien o servicio), de un proceso, de un
nuevo método de comercializacion o de un nuevo método organizativo, en las
practicas internas de la empresa, la organizacion del lugar de trabajo o las

relaciones exteriores (OCDE, 2006).

En el sector alimentario, la innovacion se considera uno de los factores mas

importantes para mejorar la competitividad en los mercados nacionales e
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internacionales. Un ejemplo seria la creciente demanda de productos alimenticios
tradicionales (TFP) en combinacidén con la importancia de la innovacion para
obtener mayor ventaja competitiva. Los miembros de las redes alimentarias
tradicionales se enfocan principalmente en las innovaciones relacionadas con las
caracteristicas del producto y en la innovaciéon organizativa. Sin embargo, hay
que considerar que un producto tradicional va mas alla de las innovaciones
(Cuadro 2.1.2) que existe, ya que es necesario tomar en cuenta que tanto la
materia prima como el proceso de producciéon no debe modificarse, pues en si
mismo el proceso tradicional es una innovacion, esto, para seguir conservando
el caracter tradicional y genuino del producto. Por lo que la innovacion de
productos tradicionales es un tema que se debe tratar con mucha sensatez,
siendo aceptable cuando se asegura la conservacion y/o apoya la mejora de la
imagen del producto alimenticio tradicional (Gellynck & Kiihne, 2008; Van den

Heuvel, de Langen, van Donselaar, & Fransoo, 2011)

Las innovaciones, aunque controvertidas en el contexto de los alimentos
tradicionales, son esenciales para hacer frente a la oportunidad competitiva. El
sector agroindustrial se caracteriza por una gran cantidad de micro, pequefias y
medianas empresas (PYME), y como una industria de baja tecnologia. Esto
aplica para el sector alimentario tradicional en particular. Por lo tanto, los TFP son
productos alimenticios de los cuales: los pasos clave de produccién se realizan
en un area determinada a nivel nacional, regional o local, son auténticos en su
proceso de elaboracion (mezcla de ingredientes), origen de la materia prima, y/o
proceso de produccién, estdn disponibles comercialmente durante
aproximadamente 25-50 afios y son parte del patrimonio gastronémico (Kiihne,
Vanhonacker, Gellynck & Verbeke, 2010).

La capacidad de innovacién de una empresa depende de factores internos y
externos. Algunos factores internos como: actividad rutinaria cuando el grupo
permanente, actividadno rutinaria, cuando el grupo se maneja por proyectos o
ideas espontaneas, formacion del personal, experiencia directiva, y resistencia al

cambio, calificacion del personal, estrategia de participacion en el mercado, o
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conquistar nuevos mercados, estrategias de costos, estrategias de calidad y el
tamafo de la empresa. Los factores externos como: clientes y proveedores,
universidades, intitutos publicos y privados, desarrollos a partir de la
competencia, seminarios, ferias, licencias, patentes, el saber-hacer, empresas
gue realicen proyectos de investigacion y desarrollo, empresas que adquieren
tecnologias incorporadas al capital, empresas que realizan actividades de
capacitacién tecnolégica y fuentes de financiamiento (Hernandez, Dominguez &
Caballero, 2007).

Las innovaciones que proporcionan a los consumidores beneficios tangibles y
relevantes sin producir cambios sustanciales en el producto son bien aceptadas
en TFP (empaques, nutricionales e innovaciones orientadas a la conveniencia).
Sin embargo, y aunque pueden ser aceptados, en algunos casos estas
innovaciones pueden dafar el caracter tradicional de la comida (Guerrero et al.,
2008).
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Cuadro 2.1.2. Resumen de innovaciones en las cadenas alimentarias tradicionales.

Innovacién
Actor . . .
Proceso Producto Marketing Organizacional
Cambios en la
Nuevas soluciones composicién del producto Uso de canales de

Productor de
alimentos
tradicionales

Proveedor

Consumidor

técnicas para mejorar la
calidad y trazabilidad a lo
largo de sistema de
control (SC)

El cambio en el proceso
seria una desviacion de
la regla del maestro

Nuevas soluciones
técnicas para mejorar la
calidad y trazabilidad a lo
largo de SC

Nuevas formas de uso del
producto tradicional

Nuevo tamafio y forma del
producto

Nuevo uso en la
preparacion del producto

Cambios en la
composicién del producto

Nueva comida

Innovacién en el paquete
sin cambiar demasiado el
disefio

Combinaciones de nuevos
productos empacados
juntos

Nueva composicion del
producto

distribucién alternativos
(por ejemplo, pequefas
tiendas especializadas)

Posicionamiento, la
promocion o tarificacion
del producto

Disefio del producto.

Uso de canales de
distribucién alternativos
(por ejemplo, pequeias
tiendas especializadas)
Buscar productos
alimenticios tradicionales
poco conocidos y
respaldar su
comerciabilidad

Formacion de membresia

organizaciones de investigacion

Actividades conjuntas de desarrollo

de productos

Formacion de redes de innovacion

respaldadas por el gobierno

Fuente: Elaboracién propia con datos de Gellynck & Kiithne (2008).



2.1.7. Anédlisis de consumidores

El comportamiento de compra del consumidor designa aquella parte del
comportamiento de las personas asociado a la toma de decisiones a lo largo del
proceso de adquisicion de un producto, con tal de satisfacer sus necesidades.
Este comportamiento suele ser irracional e impredecible. Los consumidores a
menudo dicen una cosa pero hacen otra; sin embargo el esfuerzo empleado en
tratar de entenderlos es valioso, debido a que puede proporcionar el
conocimiento necesario acerca de como disefiar productos y programas de
mercadotecnia que satisfagan sus necesidades y deseos (Ferrell & Hartline,
2006; Kotler & Amstrong, 2008).

De acuerdo con Kotler & Amstrong (2008), el comportamiento de compra del
consumidor se origina apartir de determinados estimulos externos que este
recibe, los cuales son gestionados internamente en funcidon de sus propias
caracteristicas. En este sentido se puede diferenciar dos tipos de condiciones del

comportamiento del consumidor:
Condiciones externas

Estimulos de marketing: Consisten en las acciones emprendidas por la empresa
con tal de incidir en nosotros motivando la compra de sus productos. En concreto,

englobarian las cuatro P’s: producto, precio, distribucién y comunicacion.

Estimulos del entorno: Formados por las principales fuerzas y acontecimientos
del macroentorno del consumidor, tales como la economia, la tecnologia, la

politica, la sociedad y la cultura, la demografia o la legislacion.
Condiciones internas

Factores culturales: Son los que ejercen una influencia mas fuerte en el
comportamiento de compra. El responsable de marketing debe comprender el

papel qgue desempefia la cultura, la subcultura y la clase social del comprador.



Factores sociales: Los factores sociales, tales como los grupos de referencia del
consumidor, los roles y los estatus, también ejercen una alta influencia en el

comportamiento del consumidor.

Factores personales: Las decisiones de compra también se encuentran influidas
por las caracteristicas personales, principalmente la edad y la fase del ciclo de
vida del comprador, su ocupacion, sus circunstancias econoémicas, su estilo de

vida, su personalidad y su concepto de si mismo.

Factores psicoldgicos: La eleccién de compra de un individuo también se vera
influida por cuatro importantes factores: la motivacion, la percepcion, el

aprendizaje y las creencias y actitudes.

Dado que los consumidores se han vuelto mas exigentes y mas estrictos en las
tltimas décadas, los productores de alimentos se han enfrentado a desafios
conflictivos. Tal es el caso de alimentos tradicionales, cuyos productores aun se
enfrentan con el reto de mejorar aln mas la seguridad, calidad, salubridad y
conveniencia de sus diferentes productos mediante innovaciones, lo que les
permitird mantener y expandir su participacion de mercado en un mercado
mundial de alimentos altamente competitivo y global. Por ello, es necesario
valorar las percepciones, expectativas y actitudes de los consumidores hacia los

productos alimenticios tradicionales (TFP) (Guerrero et al., 2008).

Los alimentos tradicionales desempefian un papel importante en el
mantenimiento de la diversidad de alimentos, al servicio de las necesidades
especificas de los consumidores locales y el patrimonio cultural nacional. Los
alimentos tradicionales contribuyen al desarrollo y la sostenibilidad de las areas
rurales, para protegerlas de la despoblacion, y mejorar la diferenciacion
sustancial del producto y proporcionar amplias variedades para los consumidores
(Kristbergsson, Kristberg; Oliveira, 2016).
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2.1.8. Valoracién de los alimentos tradicionales

En la sociedad actual los habitos de consumo estan cambiando y las tendencias
muestran una preocupacion creciente por la salud y por el medio ambiente.
Ambos factores, constituyen dos de las tendencias que con mayor relevancia
afectan al consumo, lo que l6gicamente se traduce en una demanda creciente de
productos saludables y respetuosos con el medio ambiente (Montoro &
Castafieda, 2005). La preferencia por un producto, entre todas las opciones
disponibles en el mercado, implica una eleccién de caracter discreto. Cada
producto es una alternativa que se caracteriza por un conjunto de atributos y
asociada a cada uno de ellos existe una valoracion subjetiva, a partir de la cual

es posible aproximar a una funcion de utilidad (Lacaze & Lupin, 2007).

Uno de los aspectos mas relevantes en investigacion de mercado es determinar
las preferencias de los consumidores de tal forma que los productores puedan
adaptarse a dichas preferencias. El método de valoracion contingente, esta
siendo aplicado en la investigacion acerca de la seguridad alimentaria, con el fin
de estimar la disposicién al pago por cambios o conservacion de ciertos atributos
de los alimentos. Se ha aplicado al marketing agroalimentario en algunas
ocasiones, siendo destacables las contribuciones al analisis de la conducta de
compra de los individuos en los establecimientos detallistas de alimentacion y los
factores explicativos del consumo de un alimento (Cerda, Garcia, Gonzalez, &
Salvatierra, 2011).

Lacaze & Lupin (2007) realizaron la valoracién contingente para el caso de pollo
organico en Buenos Aires, Argentina, y sus resultados demostraron que existe
una valoracion positiva por dicho alimento con calidad diferenciada, dado que los
consumidores evidenciaron estar preocupados por la calidad e inocuidad del
alimento que consumen y afirmaron estar dispuestos a pagar una prima de precio
adicional para adquirirlo. En México también se ha utilizado este método para
determinar las preferencias de los consumidores, tal es el caso, en el consumo

de carne de bovino, se demostré que los consumidores estan dispuestos en
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pagar un sobreprecio por la carne si presentan atributos de inocuidad y que sea

organico (Luis & Villanueva, 2018).

Los alimentos artesanales se han posicionado en las preferencias del
consumidor, ya que representan alimentos de elaboracién tradicional y genuina
en donde se asume de manera implicita la contribucion de algunos atributos
intangibles con los que puede alcanzar un mayor valor econdémico. Esa
percepcion le da al alimento una identidad cultural, que proporciona una
apreciacion de calidad y legitimidad a los consumidores, incluso si nunca lo
habian probado. El Queso Bola de Ocosingo, Chiapas podria representar, en
este sentido, un potencial de crecimiento muy relevante ya que, al ser elaborados
artesanalmente, con caracteristicas Unicas asociadas a su entorno y a las
condiciones climaticas, geogréficas y el saber-hacer del queso, conservan la
tipicidad del producto y los consumidores relacionan estas caracteristicas como

un producto mas natural y de mayor valor intangible.
2.2. Marco de referencia

2.2.1. Region de estudio

El municipio de Ocosingo, Chiapas se localiza en las Montaias del Oriente
(Figura 2.2.1), por lo que la mayor parte de su territorio es montafioso. Sus
coordenadas geogréficas son 16° 54"™ N y 92° 06"™W. Su altitud es de 900
msnm. Limita al norte con el municipio de Palenque, al este y al sur con la
Republica de Guatemala, al suroeste con las Margaritas y al noroeste con Chilon,
Oxchuc, Altamirano y San Juan Cancuc (INAFED, 2016).

El territorio fisico de Ocosingo presenta los siguiente climas: calido humedo con
abundantes lluvias en verano (62.10 %); calido sub humedo con lluvias en verano
(12.38 %); semicalido humedo con abundantes lluvias en verano (12.27 %);
calido humedo con lluvias todo el afio (11.17 %). La precipitacion se ubica entre
1500 mm y 3400 mm por afio, mientras que la temperatura media anual se sitia
entre 18 y 28 °C.

24


http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07065a.html
http://www.guatemala.gob.gt/
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07052a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07031a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07064a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07004a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07112a.html

© Mapa de INEGI

Ocosingo X

[l Disponible por municipio
M pisponible por entidad
No disponible

Fuente: INEGI, 2016.
Figura 2.2.1. Localizacién de Ocosingo, Chiapas.

2.2.2. Produccion de leche en Chiapas

Cuadro 2.2.1. Produccion anual de leche en el Municipio de Ocosingo, Chiapas.

Producto Afo Produccion (miles de L)
Leche Bovino
(Produccién nacional) 2017 11,969,879
2017 425,343
Le‘:hecﬁgggg)('zdo' 2016 423, 965
2015 423,627
2014 410,738

Fuente: SIAP, 2018.

La produccion de Leche en el municipio de Ocosingo, Chiapas, ha venido
fluctuando en los ultimos 3 afos, en altas y bajas (Cuadro 2.2.2); sin embargo, la

diferencia entre afios es minima.
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Cuadro 2.2.2. Produccién de leche en Ocosingo, Chiapas.

Afio Produccion Porcentaje de
(miles de L) participacion
Chiapas 2016 423,965 100
2016 251 0.059
2015 241 0.057
Ocosingo, Chis. 2014 247 0.058

Fuente: SIAP, 2017.

Al concluir agosto de 2017, la elaboracién de derivados y fermentos lacteos como
qguesos, crema Yy yogurt alcanzé un volumen de 760 mil 202 toneladas, con un
valor de 32 mil 20 millones de pesos. Por su parte, la industria de quesos produjo

263 mil 92 toneladas con un valor en el mercado de 12 mil 981 millones de pesos.

Las estadisticas de la produccion de queso en México son muy escasas, puesto
gue todo se enfocan en la produccion de leche; sin embargo, en el SIAP, se
encontro estadistica del afio 2017 (Figura 2.2.2) que se enfocan en la produccién
de quesos comerciales, no a los quesos artesanales colocados en la columna de

“Otros”, probablemente los quesos se posicionan en esta produccion.
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Otros
Fresco 8%

18% Oaxaca

Manchego
8%

Doble crema

15% o Chihuahua
10%
Crema
Panela 0%
13% marillo

12%

Fuente: SIAP, 2017.

Figura 2.2.2. Participacion en la produccion de quesos tipo en México.

En Ocosingo, Chiapas, existen alrededor de 10 queserias que elaboran el
tradicional Queso Bola de Ocosingo (Lopez, 2013). A diferencia de los otros
sistemas agroindustriales como el del Queso Asadero de Aguascalientes, en el
que los lecheros y los queseros estan distribuidos en todo el territorio del
municipio y en algunas colonias, en el caso del Sistema Agroindustrial (SAI)
Leche-Queso Bola de Ocosingo, Chiapas, todos estan concentrados en la

cabecera municipal (Lépez, 2013).
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3. DETERMINACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN
QUESO BOLA DE OCOSINGO, CHIAPAS 1

RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) son el grupo mas importante de
microorganismos presentes en la leche y en productos lacteos. Desempefian un
papel importante en los procesos de fermentacion; son utilizadas en la industria
alimentaria, no solamente por su habilidad por acidificar y por lo tanto preservar
alimentos, sino también en su implicacion en la textura, sabor, olor y desarrollo
de aroma de alimentos fermentados. En los quesos tienen consecuencias
benéficas para el alimento, son tradicionalmente empleadas en los diferentes
productos lacteos debido a sus propiedades tecnoldgicas y funcionales (cultivos
lacticos, probioticos, etc). Por ello ha cobrado importancia cuantificar, aislar y
caracterizar las BAL presentes en los quesos tradicionales mexicanos, como es
el caso del queso Poro de Balancan, Tabasco y el queso Cotija de Michoacén,
gue coinciden en estar constituidos principalmente por bacterias de los géneros
Lactobacillos y Pediococcus, con la finalidad de utilizarlos como -cultivos
iniciadores. El objetivo de este trabajo fue cuantificar las BAL en el Queso Bola
elaborado a partir de leche cruda, con la finalidad de conocer la carga microbiana
de las mismas en tres tiempos de maduracion del queso (5, 21 y 40 dias). En el
Queso Bola se han reportado estudios socioeconémicos y calidad sanitaria; sin
embargo, se carece de informacion que sustente la cuenta de BAL en este queso.
La cuenta fue realizada en Placas Petrifilm™ Bacterias Acido LActicas incubadas
a 35+2°C durante 48 h. Los resultados sugieren que conforme avanza el nivel de
maduracién disminuye la concentracion de las BAL. Laltic fue la queseria
significativamente superior (p<0.05) en la cuenta de las BAL en los tres tiempos
de maduracion.

Palabras clave: queso artesanal, bacterias acido lacticas, maduracion

TTesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Ing. Melbys Lopez Lépez

Director de Tesis: Dr. Anastacio Espejel Garcia

32



DETERMINATION OF LACTIC ACID BACTERIA IN BOLA
CHEESE FROM OCOSINGO, CHIAPAS

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are the most important group of microorganisms
present in milk and dairy products. They play an important role in the fermentation
processes; they are used in the food industry, not only for their ability to acidify
and therefore preserve food, but also in their involvement in the texture, flavor,
smell and aroma development of fermented foods. In cheeses have beneficial
consequences for food; they are traditionally used in different dairy products due
to their technological and functional properties (lactic cultures, probiotics, etc).
Therefore, it has become important to quantify, isolate and characterize the LAB
that are present in traditional Mexican cheeses, such as the Poro cheese from
Balancan, Tabasco and the Cotija cheese from Michoacan, which coincide in
being constituted mainly by bacteria of the genera Lactobacillos and Pediococcus
with the purpose of using them as starter cultures. The objective of this written
was to quantify the LAB in Bola cheese made from raw milk, with the purpose of
knowing the microbial load of the cheese in three times of ripening cheese’s (5,
21 and 40 days). In the Bola Cheese, socioeconomic studies and health quality
have been reported; however, there is a lack of information to support the LAB
account in this cheese. The count was done on Petrifim™ Lactic Acid Bacteria
plates incubated at 35 + 2 ° C for 48 h. The results suggest that as the level of
ripening progresses, the LAB concentration decreases. Laltic was the dairy
significantly higher (p<0.05) in the LAB account in the three ripening times.

Keywords: artesanal cheese, acid lactic bacterias, ripening

Thesis: Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Ing. Melbys L6pez Lopez
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3.1. Introduccién

En México existe una gran diversidad de quesos tradicionales denominados
también artesanales, que para un estrato de la poblacion representan mas que
un alimento, es decir son valorados por aspectos intangibles; estos quesos estan
fuertemente vinculados a su lugar de origen y son un testimonio de la historia, la
cultura de las comunidades que los producen y saber-hacer; ademas, se
elaboran en su mayoria con leche cruda de vaca, cabra u oveja, y con el empleo
minimo de aditivos: cuajo, sal y eventualmente cloruro de calcio (Licitra, 2010).
Actualmente se conocen cerca de 40 diferentes tipos de guesos mexicanos
genuinos artesanales y dentro de este grupo pertenece el Queso Bola de
Ocosingo, Chiapas, un queso emblematico de produccion limitada, exclusivo de
esta region chiapaneca y valorado por su atractiva apariencia y su calidad
sensorial inigualable; sin embargo, la NOM-243-SSA1-2010, NOM-251-SSA1-
2009, NOM-051-SCFI-SSA1-2010, NMX-F-713-COFOCALEC-2005 vy la
Secretaria de Salud, establecen requisitos sobre la calidad del proceso de
produccion de queso y la calidad necesaria para comercializar el producto, lo cual
limita la distribucion y difusion adecuada de estos productos elaborados a partir

de leche cruda.

Un alimento tradicional es un producto que ha sido comercializado dentro del
mercado comunitario por al menos un periodo igual al de una generacién humana
(25 afos); ademas representa los habitos y aspectos culturales de los pobladores
de la region de origen y normalmente es transmitido de generacién en
generacion, elaborado con esmero y dedicacion, con poco o nada de
procesamiento, diferenciado y conocido por sus propiedades sensoriales,
asociado con el lugar y los recursos naturales especificos propios de la region
donde se producen (EU, 2006; Guerrero, Guardia et al., 2008). El Queso Bola
es un producto tradicional mexicano desde 1927, exclusivo del municipio de
Ocosingo, Chiapas, complejo y original, formado por dos estructuras derivadas
de leche cruda: un nucleo, que es un queso doble crema y madurado varios dias

a temperatura ambiente y una parte externa o forro, también de queso, al punto


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216000928#bib0125

de quesillo, hecha con leche totalmente descremada, la cual se deshidrata en
varias horas y se convierte en un material duro, a la manera de un empaque
rustico. De tal forma que es un queso con caracteristicas Unicas y propias; por su
hechura y calidad sensorial, asociada a condiciones geograficas y climaticas
(Cervantes, Villegas, Cesin & Espinoza, 2006; Villegas, Santos & Cervantes,
2016).

Al igual que la mayoria de los quesos artesanales de México, el Queso Bola de
Ocosingo se elabora con leche cruda de tal forma que las bacterias acido-lacticas
(BAL) son parte esencial de su microflora nativa. El desarrollo de las BAL en la
leche y su actividad en los quesos tienen consecuencias benéficas: la
fermentacion de la lactosa a acido lactico que acidifica el medio, junto con la
protedlisis de las caseinas, provoca la coagulacion de la leche y la sinéresis de
la cuajada (Ortiz, 2006). Las BAL son un conjunto de bacterias benéficas, siendo
los géneros mAas representativos en la industria lactea: Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc Streptococcus y Pediococcus, que mejoran las
caracteristicas sensoriales como el sabor, olor, textura y aumentan la calidad
nutritiva de alimentos como la leche. Sus principales propiedades metabdlicas
incluyen la fermentacién de carbohidratos y, en menor grado, la degradacién de
proteinas y grasas presentes en la materia prima (Georgalaki et al., 2017;
Ramirez et al., 2011).

Tradicionalmente empleadas en los diferentes productos lacteos debido a sus
propiedades tecnologicas y funcionales;, por ello ha cobrado relevante
importancia cuantificar, aislar y caracterizar las BAL en quesos tradicionales
mexicanos, como es el caso del queso Poro de Balancan, Tabasco, queso crema
Tropical de la Chontalpa, Tabasco, el queso Cotija de Michoacan que coinciden
en estar constituidos principalmente por bacterias de los géneros Lactobacillos y
Pediococcus (Flores, 2012; Jiménez-Vera et al. 2010; Epigmenio y Hernandez,
2016) con la finalidad de utilizarlos como cultivos iniciadores. Por otro lado, la

calidad microbiolégica del queso tradicional Cincho de Morelos, ha sido estudiado
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incluyendo las BAL, cuyos hallazgos mostraron que a mayor tiempo de

maduracion la carga microbiana patogena disminuye (Castro-Castillo, 2013).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue cuantificar la carga microbiana de
BAL en el Queso Bola de Ocosingo, Chiapas durante el proceso de maduracion,
en 5, 21y 40 dias, el control y manejo de la maduracién del queso estuvo a cargo

de los maestros queseros seleccionados (Laltic, Queshil y El Dorado).
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Objeto de estudio

Se emplearon muestras de Queso Bola de Ocosingo, Chiapas elaborados a base
de leche cruda de vaca de la forma tradicional y artesanal en el municipio de
Ocosingo. Los quesos fueron obtenidos de tres queserias del Queso Bola en
Ocosingo: “Queshil”, “El Dorado” y “Laltic”. Se seleccionaron estas queserias por
el tiempo (> 50, 35 y 3 afos respectivamente) que llevan elaborando el Queso
Bola y principalmente por las facilidades prestadas para llevar a cabo la

investigacion.
3.2.2. Preparacién de muestra

Con el objetivo de disminuir la variabilidad y mantener mayor homogeneidad en
el material experimental, se le indico a cada productor elaborar los quesos de un
mismo lote de leche, llevando ellos mismos el control y manejo del tiempo de

maduracién del nucleo del Queso Bola: 5 dias, 21 dias y 40 dias.

Los quesos muestreados fueron piezas de 700 g por cuadruplicado para cada
queseria a: los 5, 21 y los 40 dias de maduracion, respectivamente. Enseguida
los quesos fueron enviados a la Universidad Autbnoma Chapingo, a temperatura

ambiente, para su analisis.
3.2.3. Determinacion de bacterias acido lacticas (BAL)

Dentro de una Cabina de Bioseguridad (LABCONCO, 344001, Clase 1), las
muestras se tomaron de manera aséptica del nucleo del queso y se pesaron 25
g de la muestra en bolsas plasticas de Ziploc® estériles, adicionando 225 mL de
agua Peptonada al 0.1% (DIBICO, México), se homogeneiz6 durante 2 minutos
en el Stomacher® (Seward, 400 Circulator) y se realizaron 8 diluciones de 10
a 108, se sembraron a partir de las diluciones 10 en Placas 3M ™ Petrifilm™
para Recuento Bacterias Acido Léacticas por duplicado y se incubaron a 35+2°C

durante 48+3 horas (Incubadora: Riossa, E-82D). Una vez cumplido el tiempo de
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incubacion se tomo lectura del crecimiento en las placas, se hizo el recuento y se
reporto en logaritmo base 10 del nimero de unidades formadoras de colonias por

gramo (logio UFC.gY).

Posteriormente se tomaron dos colonias de las Placas Petrifim™ de cada
muestra de queso para resembrar en Agar cuenta estandar (DIFCO™) e
incubarlos a 352 °C durante 48+3 horas y finalmente se realizaron las pruebas
auxiliares: tincion de Gram para determinar caracteristicas de Gram positivas de
las BAL realizAndose observaciones al microscopio (Labomed, Digiplus CRX11),

prueba de catalasa y la prueba de oxidasa.
3.2.4. Analisis quimico proximal y minerales

Se tomaron muestras del centro del queso y se rayaron 100 g aproximadamente
de cada uno de los quesos, haciéndose por triplicado, utilizando el analizador de
lacteos FoodScan™ (FOSS Analytical AB, Suecia), para determinar: % proteina,
% grasa, % humedad, % sodlidos totales, % sal. El contenido de minerales se
calculd6 mediante la sustraccion de solidos totales del contenido de proteina y

grasa.

Las determinaciones de pH en los quesos se realizaron con un potencidémetro
con electrodo de superficie (Hanna Instruments), calibrado con una solucién
buffer de pH 7.0 (J.T. Baker, México) y otra a pH 4.0 (J.T. Baker, México).

3.2.5. Analisis estadistico

El disefio de los tratamientos se fundamento6 en el factor queso (tres niveles) y
las variables respuesta fueron: Cuenta total de BAL (logio g1), pH y composicion
de los quesos: Humedad, Proteina, Grasa, Sal y Minerales (% base seca). El
analisis se realizé bajo un Modelo MIXTO con medidas repetidas usando una
estructura unifactorial de los tratamientos (quesos) y un esquema de
aleatorizacion completamente al azar con tres repeticiones en el tiempo de
maduraciéon (5, 21 y 40 dias). Tal que se ensayaron 9 tratamientos con tres

repeticiones. Generando 27 unidades experimentales.
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Para la definicibn de estructura de varianzas se utilizdé el método RELM
(estimacion por maxima verosimilitud restringida) y como criterio de informacion
para elegir la estructura de la varianza mas apropiada se usoé el criterio de
informacion bayesiano de Schwarz (BIC). EI modelo mixto expresa lo siguiente
(Cadena & Castillo, 2002; Correa, 2004):

Y=Xp+Us+¢

Sujeto a:

el =ovar =[5 G preeroh

Donde:
Y = es un vector (n x 1) de observaciones.
B = es un vector (s x 1) de parametros desconocidos de efectos fijos.

X = es una matriz (n X s) conocida, usualmente denominada matriz disefio de

efectos fijos.

¢ = es un vector (t x 1) de efectos aleatorios, es de la forma & = [§'4,&5, ..., &, |

conde ordentiyti+ta+... +tc=ty & = (0,62 I, ) con cov (§;, &)= 0 para i#i".

U=|U,U,,..,U. | Es una matriz (n x t) de incidencias, conocida, con Ui de
dimensiones n x ti, denominada matriz disefio de efectos aleatorios para estudios

longitudinales.
€~ (0,06%1, ) es el vector (n x 1) de términos de error aleatorios.

Para identificar diferencias significativas se realizaron comparaciones de medias
con la prueba Tukey-Kramer con un nivel de significancia de 0.05, mediante el
Paquete Estadistico SAS 9.0 (SAS, Institute Inc; Cary, NC, U.S.A).
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Caracterizacién del proceso de elaboracion del Queso Bola de

Ocosingo

El Queso Bola, posee caracteristicas especiales, que le dan al queso un sabor
particular que lo diferencian de otros quesos, derivado de un proceso artesanal
con condiciones agroecoldgicas especificas. Solo lo fabrican unos cuantos
queseros artesanales cuyo conocimiento tecnolégico se basa en un saber hacer
tradicional que ha pasado por tradicion y practica de generacién en generacion
(Cervantes et al., 2006). En la actualidad existen nueve productores del Queso
Bola, algunos de ellos, integrados, tienen ranchos donde ordefian y producen el
queso, otros compran la leche para su procesamiento (Pomeon, 2011; Lopez,
2013).

En el 2004 se cred la Sociedad Agropecuaria e Industrial Quesera de Ocosingo
S.P.R de R.lI (SAIQUO) con la finalidad de mejorar la difusion de este queso y
brindar soporte a las queserias agremiadas en su desarrollo y comercializacion.
En el afio 2005, el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) otorgd a
la Sociedad la Marca Colectiva (MC), cuyas Reglas de Uso, se declaran que la
leche utilizada para la elaboracién del queso debe ser de la region y las
caracteristicas basicas para el queso (peso, forma, composicién). El desarrollo
de las marcas colectivas en México estd mas influenciado por las instituciones
involucradas que por los mismos productores duefios de la marca y del saber
hacer de productores como el Queso Bola, esto limita el fortalecimiento de la
organizaciéon considerando que no se tiene claridad en el objetivo de la marca
colectiva de tal forma que actualmente la vigencia de la MC esta caduca, debido

a que los productores no lograron organizarse para refrendar la vigencia.

Las agroindustrias del Queso Bola son de escala pequefia, procesan en
promedio 300 L/dia, la tecnologia es rastica, pero adecuada para la produccién
del queso, el cual se produce con leche cruda, sin adicion de leche en polvo u

otros sustitutos, lo que representa una ventaja comparativa. El gramaje del queso
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es de 700 g, la cantidad aproximada de leche requerida en promedio es 8 L (para
el nucleo) y se elabora en dos etapas: la primera consiste en la elaboracion de la
pasta del centro o ndcleo, mediante cuajado mixto (4cido-enzimatico), siendo un
gueso doble crema con 21 dias de maduracién antes de ser forrado (450-500 g).
La segunda etapa es la elaboracion del forro, elaborado con pasta tipo quesillo
(200-2509g) a partir de leche descremada que cubrird con una doble capa al

nucleo (Lépez, 2013).

De las agroindustrias seleccionadas, la de mayor tiempo de antigtiedad es Laltic
con mas a 50 afos de antigliedad, seguida de Queshil de aproximadamente 35
afos y por ultimo El Dorado con aproximadamente 3 afios de antigledad; sin
embargo, a pesar de diferir en el tiempo de producir el Queso Bola, las tres
coinciden en que su mercado principal es la Ciudad de México; es decir, no es

un producto de mercado local ni regional.
3.3.1.1. Recepcion de laleche

El proceso de elaboracién de este queso inicia con la recepcion de la leche, la
cual se recibe de los ranchos, proveniente de vacas criollas mezcladas con cebu
y pardo suizo. La queseria “Laltic” es la Unica que cuenta con produccion de leche
propia, en comparaciéon con las queserias: “El Dorado” y “Queshil”, quienes
tienen distintos proveedores de leche. La forma de asociacion de los proveedores
con las queserias se basa en la confianza y cooperacién ya que no existe ningun
tipo de contrato formal; pese a ello, ninguna de las queserias realiza control de
calidad de la leche para verificarla, pues se parte de la confianza de que el

ganadero entrega un producto de buena calidad.
3.3.1.2. Elaboracion del Queso Bola

Para elaborar el nucleo, se adiciona cuatro litros de crema por cada 100 litros de
leche antes de cuajar, una vez formada la cuajada se deja reposar durante 24
horas aproximadamente. Después es cortado y en bolsas de rafia 0 manta se

levanta la cuajada y se cuelga por 3-4 horas para su desuerado, posteriormente
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se le adiciona sal (3-4%), se amasa y se vuelve a colgar por 24 horas. Después
de las 24 horas se da un segundo amasado manual para distribuirla
uniformemente. La cuajada se vuelve amarrar y a colgar en la bolsa para que la
pasta siga desuerando. Al tercer dia se descuelga y se desamarra la bolsa,
amasando, extendiendo y juntando la masa nuevamente, luego se distribuye en
una manta limpia y se vuelve a colgar. Esta operacion se repite hasta el término
de la maduracion (21 dias, de acuerdo con las Reglas de Uso de la MC). Una vez
finalizado el tiempo de maduracién, la cuajada se amasa y se moldea a mano
para hacer las bolas de queso. A las bolas de cuajada se les coloca un forro de
gueso de pasta hilada (totalmente descremado), el queso con el primer forro se
deja orear por 24 horas, después, al queso se le agrega un segundo forrado que
se deja orear por 3-4 horas. Por ultimo, a las bolas se les pone la etiqueta
correspondiente (Lopez, 2013; IA-UACh, 2014).

3.3.2. Bacterias acido lacticas del Queso Bola

Los alimentos fermentados tradicionales, como el queso, son ecosistemas
microbianos complejos, representados principalmente por bacterias &cido
lacticas (BAL) y levaduras, cuya fermentacion dan lugar a caracteristicas
importantes como: palatabilidad, alta calidad sensorial, estructura y textura,
cualidades nutritivas, saludables y propiedades probidticas (cuando estan en
forma viva en el momento del consumo) (Settanni & Moschetti, 2014). Sin
embargo, una de las restricciones en México es imposibilidad de comercializar
de manera libre quesos a partir de leche cruda, debido a la falta de conocimientos
del tipo de flora microbiana que poseen estos productos tradicionales, estudios
diversos sobre la microbiota de quesos artesanales indican que este tipo de
productos cumplen con las normas para bacterias patdgenas e incluso la flora
bacteriana benéfica (BAL) es mayor que en cualquier otro queso comercial. Un
estudio realizado por Lépez (2013) en el Queso Bola, no encontré E. coli en las
muestras analizadas y esto coincide con Escobar et al. (2012) quienes estudiaron
la calidad microbiolégica del Queso Bola durante tres tiempos de maduracion (50,

80 y 110 dias) y concluyeron que las poblaciones de todos los grupos
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microbiol6gicos evaluados del queso Bola fueron disminuyendo durante la
maduracién, siendo asi los resultados de coliformes y E. coli <3 NMP g-1.
Ademas, no se detectd la presencia de L. monocytogenes, S. aureus y
Salmonella en ninguna muestra evaluada a pesar de ser un queso elaborado con
leche cruda, cumple con la norma NOM-243-SSA1-2010, ya que ésta especifica
un limite maximo de 10 NMP g para E. coli y la ausencia de microorganismos

patdégenos para quesos madurados.

Se han realizado estudios en otros quesos tradicionales mexicanos, tales como
el Chihuahua (Chihuahua) y el de Cincho (Morelos), en ambos se encontré la
presencia de grupos microbianos no deseados como coliformes, Staphylococcus
y levaduras, sugiriendo con ello baja calidad; sin embargo también se
encontraron microorganismos benéficos del grupo de las BAL, valorados por sus
propiedades antimicrobianas contra la flora patégena principalmente en el queso
de Cincho madurado por 30 dias, ya que se demostréo que a mayor tiempo de
maduracién la carga microbiana no benéfica disminuyd. Por otra parte, el estudio
en queso Chihuahua se realiz6 con quesos de leche pasteurizada y leche cruda,
resultando que la pasteurizacion por si sola no es una herramienta que garantice
la inocuidad del queso, ya que ambos estudios mostraron la presencia de
microorganismos no deseables, por lo que seria necesario supervisar e
implementar buenas practicas de higiene y manufactura en todo el proceso de
elaboracién del queso y asi evitar contaminacion post-pasteurizacion en el
producto (Castro-Castillo, 2013).

Las BAL son el grupo mas importante de microorganismos presentes en la leche
y en productos lacteos. Desempefian un papel importante en los procesos de
fermentacion; son utilizadas en la industria alimentaria, no solamente por su
habilidad por acidificar y por lo tanto preservar alimentos, sino también en su
implicacidbn en la textura, sabor, olor y desarrollo de aroma de alimentos
fermentados (Parra, 2010; Kongo y Malcata; 2016). El crecimiento de estos
microorganismos esta controlado por factores fisicoquimicos como actividad del

agua (aw), concentracion de la sal, pH, acidos organicos, temperatura de
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maduracién, potencial de 6xido reduccidn y presencia de nitratos, entre otros
(Beresford et al., 2001). Por ello, se ha retomado la importancia de estudiar la
presencia de las BAL en quesos artesanales mexicanos, pues con frecuencia se
aislan para utilizarlos como cultivos iniciadores e intentar obtener quesos

parecidos a los artesanales.

Ramos-Izquierdo et al. (2006) estudiaron el queso Crema Tropical con el fin de
aislar, identificar y caracterizar un cultivo lactico con BAL autéctonas (cinco
especies de Lactobacillus fermentum y una de Lactobacillus pentosus), las cuales
fueron inoculadas en leche pasteurizada para obtener un producto de perfil del
queso deseado. En el afio 2012, Flores determind la caracterizacion de la
microbiota asociada al queso Cotija con la finalidad de obtener informacion sobre
su inocuidad, condiciones adecuadas de elaboracién y microorganismos
involucrados en la imparticién organoléptica en este producto. A partir del queso
Cotija artesanal fue posible obtener cepas de BAL (Lactobacillus principalmente)
apropiadas para su utilizacion como cultivos iniciadores, para mejorar las
caracteristicas organolépticas de un queso elaborado con leche pasteurizada. El
queso de Poro de los Rios en el estado de Tabasco, es un queso artesanal que
se ha estudiado para aislar BAL (Lactobacillus y Enterococcus) especificas para
posteriormente usarlo como probidticos y como cultivos iniciadores en la
produccion de quesos de leche pasteurizada (Jiménez-Vera et al. 2010;

Epigmenio y Hernandez, 2016).

La diversidad y dinamica de las comunidades microbianas asociadas con este
tipo de productos artesanales se asocia con diversos factores, tales como la
alimentacion del ganado y la composicion de la leche; la forma tradicional de
elaboracion del queso y el entorno de produccion y, por lo tanto, pueden afectar
las caracteristicas organolépticas del producto final. La calidad microbiolégica de
estos quesos esta determinada por las actividades metabdlicas de las BAL que
dominan durante la maduracion del queso, por lo que es importante determinar
el crecimiento de ellas durante el proceso de maduracién, como es el caso del

Queso Bola de Ocosingo, Chiapas (Van et al., 2008).
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La Figura 3.3.1 muestra el crecimiento de las BAL durante el proceso de
maduracion del Queso Bola que disminuye en un 3% del dia 5 al dia 21 y un 7%
del dia 5 al ultimo dia muestreado. La tendencia en la disminucién de las BAL en
las tres marcas de queso es similar, la concentracion de las BAL disminuyeron
durante el proceso de maduracion de 5, 21 y 40 dias, Esto se relaciona con las
condiciones del queso como las diferencias de humedad y pH durante el tiempo

de maduracion (Ramirez, Ulloa, Velazquez, Ulloa, & Arce, 2011).

El Dorado —e—Queshil —a—Laltic

8.10 ~
7.90 -
7.70 A
7.50 -
7.30 -
7.10 -

log,, UFC g-1 de BAL

6.90 -

6.70

T1 (5 dias) T2 (21 dias) T3 (40 dias)
Tiempo de maduracion

Fuente: elaboracion propia con datos generados, 2017.

Figura 3.3.1. Crecimiento de las BAL en Queso Bola de Ocosingo, Chiapas
durante el proceso de maduracion (T1: 5 dias, T2: 21 dias y T3: 40 dias).

Al final del proceso de maduracion en los quesos investigados, las BAL muestran
una tendencia a disminuir; sin embargo, Laltic es la marca con mayor
concentracién. Este comportamiento se puede atribuir a que ellos cuentan con
su propia produccion de leche, teniendo asi mayor control en cuanto a la calidad

de esta, comparado a las otras queserias que compran la leche a distintos
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proveedores, confiriendo mayor variabilidad, tanto en su composicion como en la

calidad microbiana.

El comportamiento de las BAL en el tltimo tiempo evaluado (40 dias) se muestra
en la Figura 3.3.2 con diferencias significativas (p< 0.05), donde la concentracién
de BAL en queso marca Laltic es estadisticamente superior a aquélla de las otras
dos marcas investigadas. Se puede imputar al origen y manejo de la materia
prima empleada, al manejo de la cuajada y del queso durante su elaboracién,
esta parte de manipulacién del queso esté relacionado directamente con el saber
hacer de los maestros queseros y es la parte importante de la rigueza de este

tipo de productos, pues esto le confiere caracteristicas especificas.

7.30 -
7.20 -
7.10 -
7.00 -
6.90 - 2
6.80 -

6.70 -

log10 UFC g-1 de BAL

6.60 -

6.50
El Dorado Queshil Laltic

Queserias

“Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, a <0.05).
Fuente: elaboracidn propia con datos generados, 2017.

Figura 3.3.2. Bacterias acido lacticas en el Queso Bola, a los 40 dias de
maduracion (T3).
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De acuerdo con la NMX-F444-1983, la concentracion de las BAL en el yogurt
debe ser como minimo logi 6.30 UFC g' y comparando con los quesos
analizados, se encontré que, durante el Gltimo tiempo de maduracion evaluado,
las BAL se encuentran por arriba de lo que exige la norma para yogurt. Ello,
permite suponer que, en estos quesos, se encuentra una riqgueza de bacterias

lacticas.

El desarrollo de las BAL obtenido es similar a los resultados reportados por
Herndndez (2014), quien realizé la deteccién de BAL en la corteza del queso
Cotija en diferentes tiempo de maduracion, donde a los 15 dias tuvo una cuenta
de BAL de 8.73, 9.21 y 7.99 Log10 UFC/g, a los 30 dias reporté una disminucion
de entre 7.69 y 8.55 LogioUFC/g y por ultimo de los 45 a 90 dias de maduracion
se incremento ligeramente la cuenta de estas bacterias con valores entre 8.24 y
8.67 Logio UFC/g. La proliferacion de las BAL esta correlacionada con el aw del

queso, el pH, el contenido de NaCl.

Las BAL poseen actividades proteoliticas y lipoliticas, especialmente durante la
maduracién de los quesos, producen también varios compuestos antimicrobianos
los cuales inhiben en parte, el desarrollo de flora contaminante y patdgena.
Aseguran la calidad y uniformidad del producto final (Parra, 2010). Lo que
concuerda con los estudios realizados por Escobar et al (2012) y Lopez (2013),
quienes obtuvieron resultados favorables al no encontrar microorganismos
patdégenos presentes en el Queso Bola y podria atribuirse al desarrollo de las

BAL durante el proceso de maduracion.

Las BAL son un grupo de microorganismos representados por varios géneros con
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y metabdlicas en comun. Son cocos 0
bacilos Gram positivos, no esporulados, no mdviles, anaeroébicos,
microaerofilicos o aerotolerantes (Parra, 2010). Son oxidasa, catalasa y
benzidina negativas, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y
producen acido lactico como el unico o principal producto de la fermentacion de
carbohidratos (Ramirez et al., 2011). En el Cuadro 3.3.1 se mencionan algunas
caracteristicas que se obtuvieron de las BAL en el queso Bola.
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Cuadro 3.3.1. Caracteristicas de bacterias acido lacticas durante el tiempo de
maduracion en el Queso Bola de tres queserias de Ocosingo, Chiapas.

Queseria Tiempo Tincion Gram Catalasa Oxidasa cocos Bacilos
T1 Gram (+) - - + +
El T2 Gram (+) - - + +
Dorado
T3 Gram (+) - - + +
T1 Gram (+) - - + +
: T2 Gram (+ - - + +
Queshil )
T3 Gram (+) - - + +
T1 Gram (+) - - + +
L altic T2 Gram (+) - - + +
T3 Gram (+) - - + +
Control (+) Oxidasa: Vibrio Cholerae O1 ) )
Control (+) Catalasa: L. monocytogenes ATCC T1:5 dias, T2: 21 dias;
19111 T3: 40 dias

Fuente: elaboracion propia con datos generados, 2017.

3.3.3. Analisis proximal y minerales del Queso Bola

Lopez (2013) realiz6 el analisis composicional de Queso Bola en dos temporadas
(estiaje y lluvias) obteniendo variabilidad en sus resultados dentro de cada
temporada y entre temporadas. La queseria “Laltic” tiene mas 50 afios
produciendo el queso (desde 1927), considerandose una de las queserias mas
emblematicas y tradicionales del municipio y que ha pasado por tres
generaciones, conservando sus caracteristicas tipicas del Queso Bola y mejor
control en la calidad de su leche. Queshil es una queseria que tiene cerca de 35
aflos en la produccion de Queso Bola, la variabilidad es minima en su
composicion; mientras que la queseria “El Dorado” tiene tres afos
aproximadamente en la produccion del Queso Bola, en el cual se encontré mayor

variacion en la composicion del queso.
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En el Cuadro 3.3.2 muestra los resultados que arrojé el equipo FoodScan™ de

la composicion de los quesos en base humeda (%).

Cuadro 3.3.2. Composicion (% base humedad) de las tres marcas del Queso Bola
de Ocosingo, Chiapas a distintos tiempos de maduracion (T1: 5 dias, T2: 21 dias
y 40 dias).

QUESO TIEMPO HUMEDAD PROTEINA GRASA  SAL ST  MINERALES
T1 59.10 16.46 19.42 146  40.90 5.03
DORADO T2 4451 20.39 3050 1.85  55.49 4.59
T3 41.62 2259 30.85 216  58.38 4.93
1 41.49 21.81 3197 230 5851 473
QUESHIL 15 33.70 25.58 36.40 1.62 66.30 4.32
T3 31.44 25.04 3863 206 6856 4.90
1 47.04 16.94 31.87 214  52.96 4.15
LALTIC T2 39.33 22.01 34.91 1.46 60.67 3.76
T3 37.72 22.75 33.87 257  62.28 5.65

Fuente: elaboracién propia con datos generados, 2017.

Sin embargo, para fines practicos y un mejor analisis de los datos sin interferencia
de la humedad en la composicion de los quesos, se ajustaron los datos en
porcentaje en base seca. En el Cuadro 3.3.3, se muestra la composicién
promedio en porcentaje base seca (%BS)* de las tres marcas de Quesos Bola a

distintos tiempos de maduracion.

Para el contenido de humedad existen diferencias significativas (p<0.05) en las
tres marcas de queso correspondiente a cada tiempo de maduracion, siendo la
marca El Dorado la de mayor porcentaje de humedad. En las tres marcas ocurre

gue, a mayor tiempo de maduracion, la humedad disminuye.

X*100
100—%Humedad

11 BS=

Donde:

X=Parametro de composicién en base humeda
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Cuadro 3.3.3. Composicion (% base seca) de las tres marcas del Queso Bola de Ocosingo, Chiapas a distintos tiempos de

maduracién (T1: 5 dias, T2: 21 dias y 40 dias).

Queshil

Laltic

Tiempo El Dorado
T1 59.10 £ 0.40 a™x"
Humedad T2 4451 + 0.15 ay
T3 41.62 £ 0.15 az
T1 40.24 £ 0.47 ax
Proteina T2 36.75 £ 0.15 ay
T3 38.70 £ 0.22 az
T1 47.48 + 0.66 ax
Grasa T2 54.98 + 0.08 ay
T3 52.85+0.10 az
T1 3.57 £0.18 ax
Sal T2 3.34 £ 0.10 ax
T3 3.70 £ 0.08 ax
T1 12.29 £ 0.19 ax
Minerales T2 8.27 £ 0.10 ay
T3 8.45+0.12 ay

41.49 + 0.03 cx
33.70 £ 0.28 cy
31.44 +0.28 cz

28.74 + 0.21 cx
33.77 £ 0.81 by
33.10 £ 0.21 cy

54.64 + 0.54 cX
54.90 + 0.37 ax
56.34 + 0.11 cy

3.93 + 0.15 bx
2.45 + 0.03 by
3.00 + 0.12 cz

8.08bx £ 0.48 bx
6.52by + 0.14 by
7.15bx £ 0.17 bx

47.04 = 0.19 bx
39.33 £ 0.05 hy
37.72+£0.38 bz

31.99 + 0.43 bx
36.28 + 0.25 ay
36.54 + 0.22 by

60.19 + 0.11bx
57.53 + 0.00 by
54.39 £ 0.47 bz

4.03 + 0.02 bx
2.41 + 0.08 by
4.12 + 0.12 bx

7.83 + 0.36 bx
6.19 + 0.25 by
9.07 +0.15 cz

MMedias en filas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).
"Medias en columnas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).

Fuente: elaboracion propia con datos generados, 2017.
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De acuerdo con la composicion promedio de cada queso en distintos tiempos de
maduracion, para el parametro humedad existen diferencias significativas
(p<0.05) en las tres marcas de queso correspondiente a cada tiempo de
maduracién, siendo la marca El Dorado la de mayor porcentaje de humedad. En
las tres marcas ocurre que a mayor tiempo de maduracién, la humedad
disminuye. El efecto de pérdida de humedad durante el tiempo de maduracion se
atribuye que al provocar una disminucion de la hidrataciéon de las proteinas
conduce a una mayor interaccion de las mismas provocando el aumento de la
firmeza de la matriz proteica y esto coindice con el contenido de proteina de los
Quesos Bola a mayor tiempo de maduracion. La sal ademas de tener un papel
importante para el sabor y conservacion del queso, en altas concentraciones
aumenta la salida de agua presente en la red proteica del queso, ocasionando
menor humedad y por lo tanto mayor dureza en el queso (Ramirez-Lépez& Vélez-
Ruiz, 2014).

El tiempo dos (T2), se considera como referencia porque corresponde al tiempo
de maduracién comercial del queso. El mayor contenido de proteina lo tuvo la
marca El Dorado y Lactic, seguido por Queshil. El mayor contenido de grasa al
tiempo 2 lo mostré Laltic y para el caso del contenido de sal y minerales al tiempo
2, la marca con mayor contenido fue el Dorado. La variabilidad entre quesos se
atribuye, a que muchos de los queseros que elaboran el Queso Bola, no tienen
estandarizado el proceso artesanal, obteniendo asi una riqueza sensorial y
composicional diferente entre productores e incluso entre quesos del mismo

productor (Villegas et al., 2013).

Las Reglas de uso de la Marca Colectiva del Queso Bola, especifican que la
composicién del queso en base humeda debe contener: proteina 23-25 %;
humedad 38-40 % y grasa 33-36 %, comparando los resultados obtenidos a los
21 dias de maduracion de los quesos, se encontré que los quesos de la marca
Laltic cumplen con los parametros de proteina y grasa, caso contrario en
humedad. Mientras que los quesos Queshil y de El Dorado; no cumplieron con

ninguna de las especificaciones.



3.3.4. pH

La textura es uno de los parametros mas importantes que debe considerarse para
evaluar la aceptabilidad de un alimento para su consumo. La funcion del pH en
la textura del queso es particularmente importante, ya que su variaciéon se
relaciona directamente con los cambios quimicos de las proteinas de la nueva
red proteica. Cuando el pH de la pasta disminuye por debajo de 5.5 existe una
pérdida sustancial de calcio coloidal, lo que provoca una disociacion progresiva
de las submicelas de caseina; en cambio, cuando el pH se aproxima al punto
isoeléctrico de caseina (cercano a 4.7), las micelas se desmineralizan y las
submicelas se distribuyen de manera mas compacta en la pasta, por lo que el

gueso resultante es mas fino en textura (Villegas, 2004).

Lopez (2013) encontro valores de awy pH del centro del Queso Bola en un rango
de 0.94 a 0.97 y 4.12 - 4.49, respectivamente en quesos elaborados en época de
secas. Para la época de lluvias dichas variables fueron de 0.86 a 0.94 en awy un
pH de 4.66 — 4.76. El pH coincide con los resultados obtenidos en los tres tiempos

de maduracion estudiados, en un rango de 3.9-4.6.

En el T1 las marcas Laltic y El Dorado tuvieron un pH entre 4.4 - 4.6; siendo
Queshil el de menor pH 3.9, por lo que se ve reflejado en la cuenta total de las
BAL (Figura 3.3.1). Laltic tuvo mayor cuenta de las BAL, seguido de El Dorado.
La Figura 3.3.3, muestra tendencia de disminucion del pH de los 5 a los 21 dias
de maduracién en un 7% para las marcas Laltic y Dorado; caso contrario de
Queshil que aument6 un 7% con respecto a su pH inicial. EI T3 con respecto al
T2, mostro que el queso tuvo un incremento del 10 %, 6 % y 1 % en las queserias

Laltic, El Dorado y Queshil, respectivamente.
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Fuente: elaboracion propia con datos generados, 2017.

Figura 3.3.3. pH del Queso Bola de Ocosingo Chiapas, de las queserias El
Dorado, Queshil y Laltic durante el proceso de maduracion (T1:5 dias, T2:21 dias
y T3:40 dias).

En la Figura 3.3.4 se observa la comparacion de medias con respecto a los
resultados de pH en el T3, existiendo diferencias significativas (p<0.05) para las
tres marcas de quesos. Siendo Laltic de pH mas significativamente superior,
seguido El Dorado y Queshil.
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ZMedias seguidas con la misma letra no hay diferencia estadistica significativa (Tukey, p<0.05).
Fuente: elaboracidn propia con datos obtenidos, 2017. T3: 40 dias de maduracion

Figura 3.3.4. pH en el Queso Bola de Ocosingo, Chiapas de las queserias El
Dorado, Queshil y Laltic a los 40 dias de maduracion (T3).

Cabe mencionar que algunas BAL como los lactobacilos pueden desarrollarse en
un pH de 4.0 en alimentos que contienen un carbohidrato fermentable, y pueden
crecer hasta un pH de aproximadamente 7.1. Sin embargo, algunas pueden
crecer hasta un pH de 3.2, otros tan altos como 9.6 y la mayoria crece en el pH
4.0-4.5. Por otro lado, las BAL requieren aminoacidos, vitaminas B, bases de
purina y pirimidina, para su desarrollo, de ahi su uso en ensayos microbiolégicos
para estos compuestos. El pH del Queso Bola se encuentra dentro del rango de

crecimiento para las BAL (Jay et al., 2005).
3.4. Conclusiones

Las BAL en el Queso Bola, permiten conocer la riqueza microbiolégica en quesos
artesanales elaborados con leche cruda y su persistencia durante el proceso de

maduracidn que confieren caracteristicas sensoriales y microbioldgicas al queso.

El proceso artesanal y tradicién de la elaboracion del Queso Bola de Ocosingo,

Chiapas influyen en las caracteristicas del queso, desde la calidad de la materia
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prima, las condiciones y por supuesto el saber-hacer y la experiencia de los

maestros queseros.

Laltic fue la queseria significativamente superior (p<0.05) en la cuenta de BAL en
los tres tiempos de maduracion de los quesos, siendo una de las queserias con

mayor tradicion en la elaboracion del Queso Bola.
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4. DETERMINACION DE PEPTIDOS EN QUESO BOLA DE
OCOSINGO, CHIAPAS!

RESUMEN

Los péptidos bioactivos son pequefias secuencias de amino &cidos en las
proteinas de los alimentos que una vez que son liberados presentan una funcién
biol6gica. Estos péptidos bioactivos pueden producirse por la fermentacion de la
leche por bacterias acido lacticas, hidrélisis quimica, hidrolisis enziméatica, o por
digestion gastrointestinal. Los péptidos han demostrado poseer varias
propiedades bioactivas: antihipertensiva, antimicrobiana, inmunomoduladora,
antioxidantes entre otras. En este trabajo de investigacién de plantearon dos
objetivos: el primer objetivo fue analizar la evolucion de péptidos del Queso Bola
de Ocosingo, Chiapas durante distintos tiempos de maduracion (5, 21 y 40 dias),
mediante el HPLC y una columna de exclusion para obtener seis fracciones de
peso molecular y concentracion de los péptidos. Se observdé una clara
acumulacion en la concentracion total de péptidos, siendo el mas interesante el
grupo de péptidos de bajo peso molecular (3.496-1.423 kDa), durante los tiempos
de maduracion T2 y T3. El segundo objetivo fue determinar la actividad
antihipertensiva durante los tiempos de maduracion (5, 21 y 40 dias) en el Queso
Bola, considerando la concentracion de acido hiparico generada durante la
reaccion de la enzima convertidora de angiontensina (ECA) con el sustrato de
Hipuril-L-Histidil-Leucina mediante el HPLC con una columna de fase reversa.
Demostrando que a mayor tiempo de maduracion se obtiene mayor porcentaje
de actividad antihipertensiva en los Quesos Bola de Ocosingo, Chiapas. La
gueseria Queshil presento actividad antihipertensiva significativamente superior
(p<0.05) a los 40 dias de maduracion del queso.

Palabras clave: péptidos, maduracién, peso molecular, actividad
antihipertensiva

1 Tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Ing. Melbys Lopez Lépez

Director de Tesis: Dr. Anastacio Espejel Garcia
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DETERMINATION OF PEPTIDES IN BOLA CHEESE OF
OCOSINGO, CHIAPAS?

ABSTRACT

The bioactive peptides are fragments of proteins than can be produced by the
fermentation of milk by lactic acid bacteria, chemical hydrolysis, enzymatic
hydrolysis, or by gastrointestinal digestion. The peptides have been shown to
possess several bioactive properties: antihypertensive, antimicrobial,
immunomodulatory, antioxidants among others. Analyze the development of
peptides and determine the antihypertensive activity through the rippening are the
aims of this research at different ripening times (5, 21 and 40 days). Six fraction
with different molecular weight and concentration were obtained, with HPLC. The
antihypertensive activity was determined considering the concentration of hippuric
acid generated during the reaction of the Angiontensin-converting enzyme (ECA)
with the substrate of Hipuril-L-Histidil-Leucine by HPLC with a reversed phase
column. Results suggest than in a low molecular weight (3,496-1,423 kDa), the
concentration of peptides increases for 21 and 40 days of rippening. The
percentage of antihypertensive activity is correlated with the rippening time of
Bola cheese from Ocosingo, Chiapas. Queshil dairy presented a significantly
antihypertensive activity (p<0.05) at 40 days of ripening

Keywords: peptides, ripening, molecular weight, antihypertensive activity

*Thesis: Universidad Auténoma Chapingo
Author: Ing. Melbys Lopez Lopez

Advisor: Dr. Anastacio Espejel Garcia
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4.1. Introduccién

Actualmente el desarrollo de alimentos funcionales responde a las demandas y
tendencias del mercado y consumidores ya que esta cada vez mas interesados
en los productos que promuevan beneficios en la salud, mas alla de los beneficios
nutricionales basicos y sensorialmente agradables. En estudios recientes se ha
demostrado que la importancia de las proteinas independientemente de sus
funciones y calidad nutricional, puede ser empleada para generar péptidos con
actividad bioldgica. Las proteinas de la leche son la fuente principal de dichos
péptidos, que estan inactivos dentro de la secuencia original de la proteina, los
cuales pueden ser liberados de la secuencia proteica por la accion de enzimas
digestivas durante el transito intestinal o durante el procesamiento del alimento,
como en la fermentacion de la leche o la maduracién de los quesos(Korhonen,
2009; Campos et al., 2013; Dominguez et al., 2014).

Durante la elaboracion de un queso se liberan péptidos bioactivos con distintas
actividades biologicas como consecuencia de la hidrolisis de las proteinas
lacteas. Las caracteristicas de los péptidos liberados dependeran de la materia
prima utilizada en su elaboraciéon y de las caracteristicas del proceso de
fabricacion. La bioactividad de péptidos esta basada en la composicion,
secuencia y caracteristicas fisicoquimicas (hidrofobicidad, carga molecular, y
cadenas laterales) de los aminoacidos que los componen. Algunas de las
bioactividades reportadas para los péptidos de origen lacteo son:
inmunomodulacion, antioxidante, hipocolesterolémica, opioide, antitrombatica,
antimicrobiana, y las mas estudiada, la antihipertensiva. Se han encontrado
péptidos con alguna actividad biolégica en quesos mexicanos, tal es el caso del
gque Crema de Chiapas, queso fresco y cocido de Sonora, con actividad
antioxidante y antihipertensiva (Korhonen, 2009;Lorenzo, 2015). En México se
conocen cerca de 40 diferentes tipos de quesos genuinos artesanales; de este
grupo uno de los quesos emblematicos es el Queso Bola de Ocosingo, Chiapas
de produccion limitada, exclusivo de esta regién chiapaneca, valorado por su

atractiva apariencia y su calidad sensorial inigualable (Cervantes et. al., 2006).
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Debido a lo anterior se espera que la presencia de estos péptidos bioactivos en
guesos artesanales, en este caso el Queso Bola, podria aportar beneficios
adicionales para el consumidor. Para este trabajo se plantearon dos obijetivos, el
primero fue determinar la concentracion de péptidos que se encuentren en el
Queso Bola de Ocosingo, Chiapas durante tres tiempos de maduracion (5 dias,
21 dias y 40 dias), el segundo fue determinar si existe una actividad
antihipertensiva en el queso, en los tres tiempos de maduracion. Con el propdsito
de demostrar que a mayor tiempo de maduracién se encuentran una mayor

concentracién de péptidos y con mayor porcentaje de actividad antihipertensiva.
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4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Objeto de estudio

Los quesos fueron obtenidos de tres productores del Queso Bola en Ocosingo,
Chiapas, considerando la disponibilidad y facilidades prestadas de los
productores. Las queserias seleccionadas principalmente fueron las marcas: “El

Dorado”, “Queshil’, y “Laltic”.
4.2.2. Preparacion de las muestras

Se les indic6 a los productores realizar los quesos de un mismo lote de leche y
gue controlaran los tiempos de maduracion del nacleo del Queso Bola indicados

para el estudio de los péptidos.

Las muestras de Quesos Bola fueron piezas de 700 g, esto por cuadruplicado
para cada queseria a los: 5, 21 y 40 dias de maduracion; obteniendo un total de
36 unidades experimentales. Una vez cumplido cada tiempo de maduracion de
los tiempos marcados, los quesos fueron enviados a la Universidad Autbnoma

Chapingo, para su analisis correspondiente.
4.2.3. Obtencién del extracto soluble en agua

Se pesaron 40 g del nacleo de cada una de las muestras en frascos, adicionando
120 mL de agua destilada y se homogeneizo por 3 minutos. Los frascos fueron
colocados en bafio Maria (Thermo Scientific, MaxQ™ 4450) a 40 °C con una
agitacion de 150 rpm/1 hora. Una vez cumplido el tiempo de incubacion se tomé
el pH de las muestras, para ajustarlos en un intervalo de pH 4.4 a 4.6 con NaOH
1IN y/o HCL 1N, segun fueran necesarios y se centrifugaron a 10000 g, 4 °C/10
minutos; después se extrajo el sobrenadante y se filtro a través de filtros de papel
Whatman No. 42. Los extractos fueron almacenados a -20 °C en alicuotas de 25

y 1 mL para su uso posterior.
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4.2.4. Determinacion de proteina total soluble por el método de Biuret

Reactivo de Biuret: se peso 1.5 g de CuS0O4.5H20 y 6.0 g de tartrato de sodio y
potasio en 500 mL de agua destilada. Posteriormente con agitacion constante se
agregaron 300 mL NaOH al 10% y se aforé a un litro con agua destilada. Este
reactivo es estable por un afio aproximadamente, conservando a temperatura

ambiente y protegido de la luz. El reactivo se guardd en un recipiente oscuro.

Patrén de proteinas totales: se peso6 0.5 g de caseina en 50 mL de Na2COsal 2%
en NaOH 0.1 N, para obtener una concentraciéon de 10 mg*mL-; se prepar6 la
solucion patron de caseina a concentraciones de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,7,8, 9y 10
mg*mL-* para la construccién de la curva estandar a partir de la solucién madre
(10 mg*mL1), aforando a 1mL de agua destilada. Una vez aforado a la
concentraciones indicadas, se afiadio el reactivo Biuret (5 mL), se mezcl6 bien el
contenido de cada tubo y se dejo reposar por 30 minutos, para finalmente

determinar la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro (DR 5000-HACH ).

Proteina soluble en Queso Bola: A 300 uL de cada muestra del extracto de
queso, se le agregaron 5 mL del reactivo Biuret, se mezclé bien el contenido de
cada tubo y se dejo reposar por 30 minutos, para finalmente determinar la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro (DR 5000-HACH). Las lecturas
obtenidas se interpolaron en la curva tipo, para obtener la concentracion de

proteina.

4.2.5. Determinacion del grado de hidrolisis por el método Acido

Trinitrobencensulfonico (TNBS)

El grado de hidrdlisis durante los tiempos de maduracion fue determinado por el
método TNBS; el cual se basa en la reaccion de dicho acido con grupos amino
libres en condiciones ligeramente alcalinas (pH 8.2). La reaccion se interrumpe

por una baja en el pH, como se muestra en la Figura 4.2.1 (Alder- Niessen, 1979).
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Figura 4.2.1. Reaccion del &cido trinitrobencensulfénico con los grupos amino
primarios.

El método TNBS se realizd6 como lo describié Alder-Niessen (1979) con algunas
modificaciones. Primero se realizé el reactivo TNBS, utilizando 50 yL de acido
pricrilsulfonico (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, Suiza) aforando a 25 mL con
agua destilada, procurando que no se transmitiera luz en el matraz y se realizo

el mismo dia que se analizaron las muestras.

Se utilizaron frascos de color &mbar (por la reaccién que es sensible a la luz), a
cada frasco se le adicion6 64 upL de la muestra mas 1 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos 0.2125 M, pH 8.2 y también se le agreg6 0.5 mL de
reactivo TNBS. Posteriormente, los frascos se incubaron en Bafio Maria a 50 °C
por 30 minutos. Concluido el tiempo de incubacién se retiraron los frascos y
enseguida se par0 la reaccion adicionando a cada frasco 2 mL de HCI 0.1N, se
agitaron y se dejé en reposo por 10 minutos. Por ultimo se tomaron lecturas a
una absorbancia de 420 nm de longitud de onda con un espectrofotometro (DR
5000-HACH). En el caso del testigo blanco se sustituy6 en lugar de muestra por

agua destilada.

También se determiné el grado de hidrdlisis del queso: se pesaron 0.25 g de
gueso correspondiente al T1 de cada marca y se le adicion6 2.25 mL de HCI 6 N,
se incubo a 100 °C por 24 horas. Una vez terminado el tiempo de incubacion se
neutralizo la reaccion con 2.25 mL de NaOH 6 N, al sobrenadante obtenido se le

hizo la misma metodologia de los extractos solubles.
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Ademas se elabor6 una curva patron utilizando la solucion con L-leucina 6 mM,
a distintas concentraciones para crear la curva. Los resultados se obtuvieron de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

Hatx

N
%GH = ——X 100
% NHyr

1)
Donde:
%GH= Pocentaje del grado de hidrolisis
NHzx = Grupo amino libre del extracto soluble
NH2t1 = Grupo amino libre del queso
4.2.6. Cromatografia de exclusion molecular

La Cromatografia de Exclusion Molecular (CEM) es un método de analisis de
distribucion de Pesos Moleculares, es decir en la separacion de los componentes
de una mezcla, aprovechando la distribucién de dichos componentes entre dos
fases: fase movil (fase liquida) y fase estacionaria (fase sdlida). Su principal
aplicacion es la separacion de las moléculas en funcion de su tamafio con la

finalidad de estudiar al Peso Molecular (Gutiérrez-Bouzan et al., 2009)

La técnica se realiz6 para conocer la concentracion y el peso molecular
aproximado de los péptidos encontrados en los sobrenadantes de los diferentes
tiempos de maduracion. Las muestras se filtraron con filtros de 0.2 uym de
membrana de nylon (Agilent, Captiva EconoFilter) antes de ser inyectadas en un
HPLC (Perkin Elmer, Modelo Series 200) con una columna de exclusion
molecular (BioSep-Sec-S 2000, 300x7.8 mm, 5 py, Phenomenex, EUA) para
obtener fracciones de peso molecular conocido. Se inyectaron 10 uL de cada
muestra y se realizaron corridas isocraticas de 30 minutos, con flujo de 0.9 mL

min-1 con una fase movil de amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.8 (segun el
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fabricante de la columna), se utilizé6 un detector UV/VIS (Perkin EImer, Modelo
Series 200). La determinacion se realizé a 280 nm (maxima longitud de onda del
tripté6fano). Con estas mismas condiciones se inyecté un patron de polipéptidos
(Bio Rad, CA, EUA.) con el objetivo de determinar los pesos moleculares de las

fracciones obtenidas por medio de una curva patron.

Para determinar la concentracion de cada uno de los péptidos en las diferentes
muestras se procedio a construir una curva patron con 3-Lactoglobulina (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, EUA), las concentraciones se realizaron a 280 nm.

4.2.7. Determinacion de la inhibicién de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA)

La actividad inhibitoria de la ECA se determinara mediante el método propuesto
por Quirdés (2007) y Pegg, Rybarczyk, & Amarowicz (2007) con algunas

modificaciones.

La determinacion de la actividad antihipertensiva de cada uno de los
sobrenadantes se obtuvo considerando la concentracion de &cido hipurico
generada durante la reaccion de la ECA con el sustrato Hipuril-L-Histidil-Leucina
(HHL) de Sigma-Aldrich (Figura 4.2.2). Se ajusto el pH de la muestra a 8.3 con
NaOH 1 M. Se tomaron 100 pyL de muestra, se le adicionaron 200 uL de
amortiguador sustrato (acido boérico 0.1 M, NaCl 0.3 M, HHL) y 100 uL de la
enzima ECA 2 mU (Sigma-Aldrich Co. LLC, EUA) disuelta en glicerol al 50 %. La
mezcla se incubd a 37 °C durante 60 minutos en un bafio maria y para inactivar

a la enzima se adicion6 300 pyL de HCI 1N.

El sobrenadante se filtrd6 (membrana de nylon 0.2 um) y posteriormente se inyectd
en un HPLC (Perkin Elmer, Modelo Series 200) bajo las siguientes condiciones:
una columna fase reversa (Jupiter 250x4.6 mm, 5 ym, Phenomex, Torrance, CA).
Las corridas isocraticas fueron por 75 min a un flujo de 1 mL, con una fase mévil

de acetonitrilo 12.5 % (v/v) en agua desionizada, ajustado a pH 3, con acido
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acético glacial. El volumen usado de muestra fue de 10 yL. La elucién del acido

hipurico fue a una absorbancia de 228 nm.

Se preparé el 100 % de actividad adicionando 100 yL de amortiguador de
sustrato (sustituye la muestra) y para 0 % de actividad se adicionaran 100 pL de
agua desinoizada (sustituyendo la enzima). La actividad inhibitoria de la ECA fue
estimada de acuerdo con Wanasundara, Ross, Amarowicz, Ambrose, Pegg &

Shand (2002), usando la siguiente ecuacion:

HA — [HA
inhibicion de la atividad de ECA (%) = <[ Jcontro ~ | ]mueStm> x 100
[HA]Control

2)
Donde:
HAcontrol = Concentracion de &cido hipuarico del 100% de actividad de la ECA

HAcontrol = Concentracion de acido hiparico de las muestras

HO -

HN b
N —

\y - -
d HH,

HIPURIL-L-HISTIDIL-LEUCINA

Hz0 ﬂ ECA-I
]

H N +—0H

LN + — N
y o~ M HK 4 —

0 wl
ACIDO HIPURICO L-HISTIDIL-L-LEUCINA

Fuente: Pegg et al., 2007.

Figura 4.2.2. Hidrolisis del sutrato hipuril-L-histidil-L-leucina por la enzima
converditora de angitensina | (I-ECA) a &cido hipurico y L-histidil-L-leucina.
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4.2.8. Diseio experimental

Concentracion de péptidos solubles: el disefio de los tratamientos se fundamenté
en los factores: Queso (tres niveles) y las fracciones obtenidas en la exclusion
molecular (5 niveles). La variable respuestas fue la concentracién de péptidos
(ug/uL). El andlisis se realizd bajo un Modelo MIXTO con medidas repetidas en
el tiempo de maduracion (5, 21 y 40 dias) con 3 repeticiones, generando 135

unidades experimentales.

Proteina soluble, grado de hidrdlisis y porcentaje de inhibicion de la ECA: el
disefio de los tratamientos se fundamenté usando una estructura unifactorial de
los tratamientos y un esquema de aleatorizacién completamente al azar. Bajo un
Modelo Mixto con medidas repetidas en el tiempo (5, 21 y 40 dias), con 4
repeticiones, generando 36 combinaciones para la variable respuesta proteina
soluble y con 3 repeticiones, generando 27 combinaciones para grado de

hidrdlisis y porcentaje de inhibicion de la ECA.

Para la definicion de estructura de varianzas se utilizd el método RELM
(estimacién por maxima verosimilitud restringida) y como criterio de informacion
para elegir la estructura de la varianza mas apropiada se usoé el criterio de
informacion bayesiano de Schwarz (BIC). El modelo mixto expresa lo siguiente
(Cadena & Castillo, 2002; Correa, 2004):

Y=XBp+Us+e
Sujeto a:
E [E] =0; Var [E] = G 0] Dénde: R= 821n
) ) 0 Var (Y)= UGU™+ R
Donde:
Y = es un vector (n x 1) de observaciones.

B = es un vector (s x 1) de parametros desconocidos de efectos fijos.
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X = es una matriz (n X s) conocida, usualmente denominada matriz disefio de

efectos fijos.

¢ =es un vector (t x 1) de efectos aleatorios, es de la forma & = [£'1,&5, ..., & |

conédeordentiyti+to+... +tc=ty & = (0,02 I, ) con cov (§;, &)= 0 para i#".

U=|U,U,,..,U. | Es una matriz (n x t) de incidencias, conocida, con Ui de
dimensiones n x ti, denominada matriz disefio de efectos aleatorios para estudios

longitudinales.
€~ (0,6%1, ) es el vector (n x 1) de términos de error aleatorios.

Para identificar diferencias significativas se realizaron comparaciones de medias
con la prueba Tukey-Kramer con un nivel de significancia de 0.05, mediante el
Paquete Estadistico SAS 9.0 (SAS, Institute Inc; Cary, NC, U.S.A).

4.3. Resultados
4.3.1. Determinacién de proteina total soluble (Biuret)

La reaccién de Biuret (Figura 4.3.1) es una reaccién coloreada (violeta) debido a
la formacién del complejo Cu en medio alcalino con compuestos que presenten
grupos —CO-NH- (enlace peptidico). El complejo se basa en la desproteccion de
los grupos amida para formar el enlace con el cobre (1) por el establecimiento de
un enlace coordinado entre metal y los pares de electrones libres de los atomos
de oxigeno y nitrégeno del péptido, presentando un maximo de absorcion de 540
nm (Herrera, Bolafios & Lutz, 2003).
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Figura 4.3.1. Formacion del complejo Cu?* en medio alcalino con los enlaces
peptidicos.

Cuando se compara con el estandar, tratado por el mismo proceso (caseina) se
obtuvo el contenido de proteina soluble de las muestras. El desarrollo del color
es proporcional al numero de enlaces peptidicos, no tiene relacién obvia con el
tipo de composicion de proteina, peso molecular y residuos de aminoacido
(Herrera, Bolafios & Lutz, 2003; Zheng, Wu, He, Yang, & Yang, 2017).

En la Figura 4.3.2, se muestran los resultados que se obtuivieron de proteina
soluble para las tres queserias, dondé se puede observar la tendencia de la
concentracién de proteina soluble con respecto al tiempos de maduracion. Del
T1 al T2 disminuye la concentracion de proteina soluble, un 50 % para el caso
de la marca El Dorado, 75 % para Queshil y 30 % para Laltic.Sin embargo, en el
T3 con respecto al T1, el Dorado tiende a aumentar desde un 36 %, Laltic
disminuye un 2 % y Queshil continua disminuyendo. La marca Queshil, se
comporté de manera distinta en los tres tiempos de maduracién con respecto a
los demas, ya que mostro una tendencia a disminuir el porcentaje de proteina
soluble, esto coincide con su composicion de proteina total en porcentaje de base
seca, donde nos muestra que conforme aumenta el tiempo de maduracion del
gueso, el contenido de proteina total fue disminuyendo. Caso contrario con El

Dorado y Laltic, que en el T3 tienden a aumentar la concentracion.
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Figura 4.3.2. Evolucion de la concentracion de proteina soluble en el tiempo de
maduracion (T1: 5dias, T2: 21 dias y T3: 40 dias) de los Quesos Bola de las
queserias El Dorado, Queshil y Laltic.

Para el T3 (40 dias de maduracion) hubo diferencias significativas (p<0.05) entre
las marcas de quesos, siendo la marca El Dorado la de mayor concentracion de

proteina soluble, seguido por Laltic y por ultimo Queshil.
4.3.2. Determinacién del grado de hidrélisis (TNBS)

La determinacion del grado de hidrdlisis durante los tiempos de maduraciéon de
los quesos, se realizé por el método TNBS, para determinar los grupos amino
libres. La Figura 4.3.3 muestra los resultados obtenidos del grado de hidrdlisis
durante los diferentes tiempos de maduracion, donde se puede observar la
tendencia en aumento de hidrdlisis de los quesos proporcional al tiempo de
maduracion. Las marcas Queshil y EI Dorado aumentaron el 90 % de grado de
hidrélisis del T1 al T3 y Laltic un 85 %. Esto implica que a medida que aumenta
el tiempo de maduracion de los quesos incrementa la concentracion del grupo
amino libre, generado a través del sistema proteoliticos de las BAL presente,

dado que degradan péptidos para obtener aminoacidos (Torres, 2014).
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Figura 4.3.3. Grado de hidrélisis (%) durante los tiempos de maduracién de los
Quesos Bola de las queserias ElI Dorado, Queshil y Laltic.

La marca Queshil obtuvo un mayor grado de hidrolisis comparado con las otras
marcas, obteniendo hasta un 18 % de grado de hidrdlisis a los 40 dias de
maduracion, dejando por un tercio a la marca el Dorado y por méas de la mitad a
Laltic. Respecto a los resultados en el tiempo maduracién T3 hubo diferencias

significativas entre queserias (p < 0.05) (Ver Figura 4.3.4).

20.000 a
18.000
16.000
14.000 b
12.000
10.000
8.000
6.000
4.000
2.000
0.000

Grado de Hidrdlisis (%)

El Dorado Queshil Laltic
Queserias

ZMedias seguidas con la misma letra no hay diferencia estadistica significativa (Tukey, p<0.05).
Fuente: elaboracidon propia con datos generados, 2018.

Figura 4.3.4. Grado de hidrdlisis (%) del Queso Bola de Ocosingo, Chiapas en el
T3 (40 dias de maduracion) en las queserias El Dorado, Queshil y Laltic.
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El proceso de hidrdlisis de una proteina consiste en la ruptura de los enlaces
peptidicos (enlaces tipo amida: -COO-HN2-N) en presencia de agua. De la
ruptura se obtendran péptidos de longitud variable, de bajo peso molecular y

aminodcidos libres (Fernandez, 2015).

El pH al cual se produce el desuerado determina el contenido mineral de un
qgueso. La pérdida de calcio y fosfato procedentes de las micelas de caseina es
un factor decisivo en la protedlisis posterior y asi condiciona la estructura basica
y textura del queso. La protedlisis durante el madurado modifica la textura del
gueso, se ha estudiado que la caseina se hidroliza mas rapidamente a bajo pH
que al pH normal del queso, debido, principalmente a la solubilizacion del
complejo fosfato calcico coloidal de las micelas de caseina que forman la
cuajada, haciendo que las micelas sean mas susceptibles a la protedlisis
(Trujillo,1996). Esto explica el comportamiento del queso de la marca Queshil,
quien obtuvo mayor porcentaje de hidrdlisis proteica, al ser de los quesos con
menor pH (T1: 3.9; T2:4.2; T3: 4.2).

4.3.3. Cromatografia de exclusion molecular

Por medio de la cromatografia de exclusibn molecular se estimé el peso
molecular de los péptidos generados durante la maduracion de los quesos. En
los cromatogramas de exclusion, las moléculas de tamafios mas grandes dan
lugar a picos iniciales y los picos mas pequefios se eluyen al final, donde el
tamafio se asocia con el peso molecular (Gutiérrez-Bouzan et al., 2009). Con el
estandar de polipéptidos (patron de PM conocidos) se dividieron en secciones de
acuerdo al tiempo de aparicion y peso molecular (kDa): F-I (26.625), F-1l (16.95),
F-111 (14.437), F-IV (6.512), F-V (3.496), F-VI (1.423), para después compararlo a

los cromatogramas de las muestras.

El cromatograma de la Figura 4.3.5, muestra el comportamiento de los picos que
aparecen en cada fraccion con respecto a los tiempos de maduracién.En el T3

los picos de las fraciones tienden a incrementar a partir de la F-IV y F-VI,
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indicandoque a medida que aumenta la maduracion del queso aparecen péptidos

de menor peso molecular.
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Figura 4.3.5. Perfil cromatografico de exclusién molecular (Columna (BioSep-
Sec-S 2000) de las fracciones obtenidas en los extractos solubles de quesos Bola
en el T1 (5 dias de maduracién) y T3 (40 dias de maduracién) a una longitud de
onda de 280 nm. Fraccioén I: |, Fraccion IlI: I, Fracciéon lll: Ill, Fracciéon IV: 1V,
Fraccion V: V y Fraccion VI: VL.

De acuerdo a las concentraciones obtenidas en la presente investigacion se
observa una acumulacién (Figura 4.3.6) que hubo una clara acumulacién en la
concentracién total de péptidos, siendo el mas interesante el grupo de péptidos
de bajo peso molecular (3.496-1.423). La F-V (3.496 kDa) incremento un 57 %
para Laltic, 42 % Queshil y EI Dorado un 8 %; y la F-VI (1.423 kDa) incremento
90 % de la concentracion de péptidos en el T3 con respecto al T1 de maduracion
de los quesos; explicando una tendencia ascendente en la concentracion de
péptidos de bajo peso molecular a mayor tiempo de maduracion. El
fraccionamiento primario de las proteinas debido a la accion de protesas
integradas en el sistema proteolitico de las bacterias lacticas da lugar a la
produccion de péptidos de alto peso molecular. Esta concentracion disminuye por
la hidrdlisis de los péptidos, dando lugar a péptidos de bajo peso molecular
(Figueroa, 2007; Gonzalez-Olivares, et al., 2011).
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Figura 4.3.6. Concentraciones y peso molecular (entre paréntesis) de las
fracciones obtenidas de los sobrenadantes de queso en tres tiempos de
maduracion, para los quesos: (A) El Dorado, (B) Queshil y (C) Laltic.
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En la Figura 4.3.7 se reporta el comportamiento de la concentracién de péptidos
en el T3, tiempo en que se finalizé la maduracion de los quesos. Existieron
diferencias significativas (p< 0.05) entre las fracciones de cada queso.
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F-11(16.95) MF-Ill (14.437) WEF-IV(6.512) mF-V(3.496) MF-VI(1.423)
ZMedias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).

Fuente: elaboracidon propia con datos generados, 2018.

Figura 4.3.7. Fracciones de Péptidos de los 40 dias de maduracion (T3) en queso
El Dorado, Queshil y Laltic.

A los 40 dias de maduracion, la fraccion de mayor concentracion fue la F-VI en
cada una de las tres marcas de quesos. Cabe destacar que con respecto al
tiempo de maduracion, la concentracion de los péptidos fue en aumento a partir
de las fracciones F-V y F-VI, que corresponden a pesos moleculares bajos, caso
contrario con las fracciones de la F- II-FIV donde a mayor tiempo de maduracion

van disminuyendo los péptidos de alto peso molecular.

El peso molecular de las fracciones fue comparada con los pesos moleculares de

los péptidos bioactivos que han sido reportados por otros autores (Cuadro 4.3.1).
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Cuadro 4.3.1. Comparacién de posibles péptidos potencialmente bioactivos
durante la maduracion de los Quesos Bola

. PM (kDa) PM (kDa) . . posible .
Fracciones encontrado  reportado Posible origen actividad Referencia
Hong et al.,
F-1v 6.512 6.089 ND Antihipertensivo 2008
Figueroa et
3.13 B-CN (L-25)4p Acareador de %555
minerales
F-v 3.496
o . BIOPEP,
3.862 LF f(17-47) Antimicrobiano 2014
BIOPEP,
1.39 as1-CN Antihipertensivo 2014
Gonzélez-
Antitrombotico  Gonzélez,
F-Vi 1.423 1.463 B-CN f(7-18) 2011
Acarreador de Figueroa,
minerales 2007
Quirdés et
1.448 B -CN f(94-106)  Antihipertensivo al., 2005

Fuente: elaboracion propia

Se encontré que en las fracciones F-IV a F-VI tienen pesos moleculares que
coinciden con péptidos inhibidores de la ACE o actividad Antihipertensiva. La
fraccion F-VI es el de menor peso molecular (1.423 kDa) y coincide con reportes
de autores que pueden existir mas actividades biologicas fuera de la
antihipertensiva (Quirés et al, 2005; Figueroa, 2007)

4.3.4. Determinacion de la inhibicibn de la Enzima Convertidora de

Angiotensina (ECA)

En la Figura 4.3.8, se muestra la actividad inhibitoria de la ECA de los quesos
durante el tiempo de maduracion. Existié un incremento en la inhibicion de la ECA
a mayor tiempo de maduracion. Considerando como referencia el porcentaje de

inhibicion de la ECA méas alto del T3, la marca El Dorado aumentd un 13 %, Laltic
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un 54 % y Queshil un 70 % con respecto del T1 al T3. Junto con las otras marcas
comparten el mismo comportamiento, puesto que a mayor tiempo de maduracion,
el porcentaje de inhibicién de la ECA va aumentando y se traduce en el aumento
de la concentracion de péptidos pequefios; es decir péptidos de bajo peso
molecular por el grado de hidrélisis que sufren las proteinas durante el proceso

de maduracion.
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Fuente: elaboracion propia con datos generados, 2018.

Figura 4.3.8. Inhibicion (%) de la ECA durante los tiempos de maduracion de los
Quesos Bola de Ocosingo, Chiapas provenientes de las queserias El Dorado,
Queshil y Laltic.

La inhibicion de la ECA de la marca Queshil en el T3 con tan solo 250 ug de
proteina para el analisis, resulté con un 79 %z 0.20 siendo la marca del Queso
Bola con mayor porcentaje de inhibicidén de la actividad enzima convertidora de
angiotensina. Sin embargo, la marca Laltic obtuvo el T3 49 %+0.79 de inhibicién
de la ECA. Al realizar el andlisis estadistico se encontré diferencias significativas

(p = 0.05) entre las marcas de quesos (Figura 4.3.9).
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ZMedias seguidas con la misma letra no hay diferencia estadistica significativa (Tukey, p<0.05).
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Figura 4.3.9. Inhibicién (%) de la ECA alos 40 dias de maduracion (T3) del Queso
Bola de Ocosingo, Chiapas provenientes de las queserias El Dorado, Queshil y
Laltic.

Durante el proceso de maduracién del queso se produce una hidrolisis de las
proteinas lacteas como consecuencias de la accion concertada de varias
enzimas de distintas procedencias como son: enzimas endogenas de la leche
(plasmina), el cuajo utilizado para la fabricacion del queso (enzima: renina) y las
enzimas del cultivo microbiano iniciador (BAL) y otro tipo de microorganismos
gue intervienen en esta etapa de la maduracion (Quirés, 2007). Por lo que en
esta etapa se forman una serie de péptidos, cuyo numero y caracteristicas
dependen de la materia prima utilizada en la elaboracion del queso (calidad de la
leche, el cuajo y los microorganismos autoctonos de la leche) y también del
proceso de elaboracion del queso (Saito, Nakamura, Kitazawa, Kawai & Itoh,
2000). La presente investigacion muestra que el Queso Bola Queshil es
estadisticamente superior en el porcentaje de actividad antihipertensiva; esto
pudiera atribuirse al proceso de elaboracion del queso, ya que es controlado por
el mismo duefio de la queseria, él controla los tiempos de amasado, maduracion,

y la calidad de leche de proveedores de su confianza.
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El tener diferentes proveedores de materia prima y proceso tecnoldgico a base
de leche cruda, pudieran impactar negativamente al producto final. Sin embargo,
los hallazgos de la presente investigacibn demuestran que el Queso Bola,
elaborado con leche cruda aporta beneficios a la salud, que no poseen quesos
elaborados, con leche pasteurizada, es decir el Queso Bola de Ocosingo,
Chiapas, ademas de ser considerado un alimento con caracteristicas sensoriales
Unicas, aporta otros compuestos que pudieran contribuir al bienestar del
consumidor, esta propiedad permite considerar al Queso Bola como un alimento

funcional.
4.4. Conclusién

A los 40 dias de la maduracion (T3) del Queso Bola se obtienen péptidos de bajo
peso molecular, que pueden tener mayores actividades bioldgicas, tal es el caso
de la actividad antihipertensiva.

A los 40 dias de maduracion se obtuvo el porcentaje de mayor inhibicién de la
enzima convertidora de angiotensina (actividad antihipertensiva) en los tres
quesos, siendo la queseria Queshil quien presento actividad antihipertensiva
significativamente superior (p<0.05).
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5. CARACTERIZACION DE LA AGROINDUSTRIA Y
CONSUMIDORES DEL QUESO BOLA DE OCOSINGO,
CHIAPAS!

RESUMEN

El Queso Bola de Ocosingo Chiapas (QBO) es un queso tradicional el cual posee
caracteristicas distintivas; sin embargo, la normativa actual, restringe la
comercializacion de quesos elaborados con leche cruda y adicionalmente, existe
una escasa valorizacion del consumidor con respecto a este tipo de productos.
Los objetivos de esta investigacion fueron medir la adopcién de innovaciones
(INAI) y su relacion con las ganancias generadas en las empresas de QBO y los
aspectos de valoracién en consumidores. Se seleccionaron seis queserias del
QBO, se realiz6 un analisis economico (beneficio/costo) y un analisis de
componentes principales (ACP) para identificar las variables que influyen las
ganancias economicas. Como resultado se observo que las innovaciones de
mayor adopcién fueron Administracion y estandarizacién del proceso. Algunas
empresas se ven fortalecidas por la conservacion del proceso artesanal del
gueso, manejo de residuos y la estrategia comercial ya que repercute en mejores
ganancias. Para analizar los factores que influyen en la decision de compra del
QBO en los consumidores, se aplicaron cien encuestas a consumidores del
queso distribuidas en Ocosingo, Chiapas y en Texcoco, Estado de México. Se
realizd una regresion logistica para obtener las variables de mayor influencia a la
disposicion a pagar y un ACP para identificar las variables que influyen en la
decision de compra; los datos se analizaron en XLSTAT. Los resultados indican
gue los consumidores de mayor ingreso y con un nivel de escolaridad alto tienen
mayor disposicién a pagar un precio mas alto y valorizan mejor a este tipo de
productos. La estrategia es una mayor difusiéon del producto con el grupo de
consumidores identificado y comercializar el producto en este estrato.

Palabras clave: innovacion, agroindustria, consumidores

1Tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Autdbnoma Chapingo
Autor: Ing. Melbys Lopez Lépez

Director de Tesis: Dr. Anastacio Espejel Garcia

84



CHARACTERIZATION OF THE AGROINDUSTY AND
CONSUMERS IN BOLA CHEESE FROM OCOSINGO, CHIAPAS

ABSTRACT

The Bola cheese from Ocosingo Chiapas (QBO) is a traditional cheese which has
distinctive characteristics; However, the current regulations restrict the marketing
of cheeses made with raw milk and, additionally, there is little appreciation of the
consumer with respect to this type of products. The aims of this research were to
measure the adoption of innovations (INAI) and its relationship with the profits
generated in QBO companies and consumer valuation characcteristics. Six dairy
were selected, an economic analysis (benefit / cost) and a principal component
analysis (PCA) were carried out to identify the variables that influence the
economic gains. To analyze the factors that influence the purchase decision of
the QBO in consumers, one hundred surveys were applied to cheese consumers
distributed in Ocosingo, Chiapas and in Texcoco, Estado de Mexico. A logistic
regression was performed to obtain the variables with the greatest influence on
the willingness to pay and PCA to identify the variables that influence the
purchase decision; the data was analyzed in XLSTAT. As a result, it is observed
that the most adopted innovations were Administration and standardization of the
process. Some companies are strengthened by the conservation of the artisan
cheese process, waste management and commercial strategy as it has an impact
on better profits. Consumers with higher income and a high level of education are
more willing to pay a higher price and better value this type of product. The
strategy is a greater diffusion of the product with the identified group of consumers
and to commercialize the product in this stratum.

Keywords: inovation, agroindustry, consumer

EThesis: Universidad Auténoma Chapingo
Author: Ing. Melbys L6pez Lopez

Advisor: Dr. Anastacio Espejel Garcia

85



5.1. Introduccién

Los alimentos tradicionales (TFP) son considerados elemento importante de la
cultura, identidad y patrimonio gastronémico. Contribuyen al desarrollo,
diversificacion y sostenibilidad de muchas areas rurales, deteniendo el éxodo. La
Union Europea es la region lider en la investigacion y comercializacion de
alimentos tradicionales. Europa, es la regiéon donde la cultura y el reconocimiento
social de estos productos han sido consecuencia de diversos trabajos de
investigacion y difusion de las bondades y atributos de éste tipo de productos. La
caracterizacion del alimento, la proteccion juridica para evitar el plagio y la
implementacion de modelos que certifiquen la autenticidad del producto son
esfuerzos que dieron como resultado la comercializacion legal de productos
tradicionales. La produccién de TFP en Europa se lleva a cabo principalmente
por las pequefias y medianas empresas (PyME), y estos productos se
comercializan mayormente mediante una diferenciacion o proteccion, entre las
principales tenemos a las denominaciones de origen, indicaciones geograficas y
marcas colectivas. (Trichopoulou et al. ,2006; Guerrero et. al., 2016;
Kristbergsson & Oliveira, 2016).

En México, los quesos genuinos elaborados a partir de leche cruda son los
productos mas emblematicos y representativos de un alimento tradicional. Las
empresas agroindustriales en donde se produce este tipo de queso estan por lo
regular aglomeradas en espacios rurales donde comparten recursos naturales,
geograficos y agroecoldgicos que confieren atributos especificos a la materia
prima (leche) y por consiguiente al queso y representan un potencial para su

diferenciacion con respecto a los quesos de imitacion e industrializados.

Los eslabonamientos dentro de este tipo de cadenas son cortos y con un nivel
de proximidad elevado; la comercializacion se realiza mediante modelos de
circuitos cortos, que permite a estos quesos insertarse de manera eficiente en los
mercados locales y en muy pocas ocasiones nacionales, disminuyendo los
costos de transaccion, incluso se habla de que son competitivos aun con todas
las asimetrias en el acceso y valoracion del consumidor. La empresa quesera
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tradicional estd compuesta por micro y pequefias empresas, con organizacion
productiva dinamica y légica de produccion propia; se caracteriza por la
incorporacion de mano de obra familiar, integracion de recursos locales y
aplicacion de tecnologia e innovaciones acorde a las necesidades de produccién
y demanda del mercado donde se insertan (Cervantes, Villegas, Cesin &
Espinoza, 2008; Solis, 2018).

El consumo de quesos en Meéxico, es elevado en todos los niveles
socioeconémicos, promovido, en parte, por la diversidad de quesos mexicanos
tradicionales (mas de 40), entre ellos Panela, Quesillo, Asadero, Chihuahua,
Cotija, Adobera, Crema de Chiapas, Bola, etc. El queso artesanal mexicano es
un alimento con historia y tradicion que forma parte del legado cultural del pais;
son quesos tan diversos como heterogéneos en calidad, que compiten
desventajosamente con quesos industriales y de imitacion o con ingredientes

sustitutos y analogos (Hervas, 2012).

Los consumidores, actualmente, demandan sabores Unicos y comidas tipicas,
sin culpa de cocinar y comer, y una dieta cada vez mas focalizada en el cuidado
de la salud y acorde a sus necesidades y preferencias individuales (Sarkar &
Costa, 2008). Los consumidores de este tipo de productos aceptan algunas
innovaciones (etiquetado y envase) que no alteran la calidad sensorial y mejoran
la apariencia y vida util del producto; otro grupo de innovaciones estan orientadas
a productos mas sanos y seguros, por ello, el sector agroindustrial invierte a
través de ingredientes seleccionados, materia prima de mejor calidad y
trazabilidad. Sin embargo, se busca que en este tipo de productos, las
innovaciones no comprometan las propiedades sensoriales de los productos
alimenticios tradicionales, como en los quesos mexicanos genuinos tradicionales
(Kuhne et al., 2010).

Los productores de alimentos tradicionales enfrentan el desafio de mejorar la
seguridad y conveniencia de sus productos, de acuerdo con la demanda de los
consumidores mediante diferentes tipos de innovaciones que permiten mantener
0 expandir su influencia, en un entorno altamente competitivo y globalizado. Un
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mejor entendimiento de los consumidores, de sus creencias, percepciones y
expectativas es esencial para el desarrollo de productos e introduccion de
innovaciones, asi como la implementacion de acciones de marketing exitosas
(Kristbergsson & Oliveira, 2016).

Dentro de los quesos genuinos mexicanos, quiza, uno de los mas emblematicos,
es el Queso Bola de Ocosingo Chiapas, el cual posee caracteristicas
tecnoldgicas Unicas, externamente posee una cubierta que sirve como empaque
natural a base leche descremada y el centro es un queso crema madurado al
menos por 21 dias, de acuerdo con las reglas de uso de la marca colectiva. Un
problema es la normativa que no permite la comercializacion de quesos
elaborados con leche cruda (NOM-243-SSA1-2010) y la baja valorizacion del
consumidor con respecto a los atributos de estos productos. Los objetivos de esta
investigacién fueron, analizar las empresas queseras tradicionales a fin de
evaluar las innovaciones adoptadas y su relacidén con la utilidad y el andlisis de
los consumidores y factores que influyen en la decisibn de compra de este
producto, para proponer estrategias que incrementen el posicionamiento de los
quesos artesanales.
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5.2. Metodologia
5.2.1. Caracterizacion de la agroindustria (Al)

Se aplicaron encuestas estructuradas a las queserias: “El Dorado”, “Queshil”,
“Laltic”, “Productos Ocosingo”, Lacteos Maya” y “Santa Rosa”, con la finalidad
de caracterizar y analizar la adopcién de tecnologia e innovaciones con las que
cuentan cada una. La encuesta tuvo cuatro categorias: 1) Aspectos generales
del productor, 2) organizacién, 3) Dindmica de la Agroindustria y 4) Dinamica de

Innovaciones.
Adopcién de Innovacién

Los datos obtenidos de las encuestas fueron sistematizados en Microsoft ©
Excel® 2013; se calculd el indice de Adopcion de Innovaciones (INAI), en el cual
se expresan las innovaciones que realiza cada productor dentro del total de
innovaciones, utilizando la siguiente ecuacion (1) (Mufoz et al., 2007).

INAI Zj [ innovaciones realizadas por el innovador i
i=1 Imaximo ntmero de innovaciones por los productores j

x 100

1)
Velocidad de adopcion de innovacion

Con el propésito de conocer la trayectoria de las innovaciones implementadas
por las agroindustrias queseras, se calculd a través de los resultados de las
encuestas, la velocidad de adopcion de innovacion con la siguiente ecuacion (2)
(Rendon et al., 2007).

VA afio de registro de la primera innovacién — afio mas reciente de adopcién

porcentaje de produtores adoptantes por afio

(@)
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Anélisis econémico

Se realizo considerando los costos generados con la produccion y los ingresos
totales en la unidad productiva (cantidad de queso producido multiplicada por el
precio corriente). Los beneficios fueron estimados con la ecuacion (3) (Espejel et
al., 2016):

n n
B = Z IT — z CT
t=1 i=1

(3
Donde:

B= Beneficios 0 ganancias econdmicas de la actividad

IT= Suma de los ingresos totales de la unidad productiva de 1 hasta n.

C= Suma de los costos de produccion incurridos en la unidad productiva de 1
hasta n.

Anélisis estadistico

La informacion obtenida de las encuestas fue organizada y registrada en una
base de datos en Microsoft ® Excel® 2013, para su posterior andlisis. Primero se
realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson para identificar las variables
(Calidad, Estandarizacién del proceso, Manejo de residuos, Estrategia comercial

y utilidades) que tienen relacién con las ganancias econdémicas.

Se realizdé un analisis de componentes principales (ACP) para identificar las
variables que influyen en las queserias para que obtengan ganancias
economicas, los datos se analizaron con el paquete estadistico XLSTAT 5.03,
2014.

5.2.2. Caracterizaciéon del consumidor de Queso Bola

Se aplicaron cien encuestas a consumidores del Queso Bola en dos puntos

estratégicos, en la Feria del Queso Bola 2017 en Ocosingo Chiapas y en la Feria
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de la Cultura Rural en Texcoco Estado de México. Los criterios de seleccion para
las encuestas fueron: consumidor del queso Bola y mayoria de edad. También
se incluyeron variables que permitieron definir el perfil sociodemogréfico de los
consumidores potenciales del queso (edad, nivel de ingresos, ocupacion, lugar
de origen, sexo, estado civil, etc.) y habitos de consumo como: percepcion del
queso, frecuencia de consumo, marca preferida, lugar frecuente de compra,

cuanto paga por su producto, etc.

Se realiz6 una regresion logistica para obtener las variables de mayor influencia
con relacién a la disposicion a pagar por el Queso Bola y un analisis de
componentes principales (ACP) para identificar las variables que influyen en la
decision de compra y que los consumidores valoran; los datos se analizaron con
el paquete estadistico XLSTAT.5.03, 2014.

5.3. Resultados y discusién
5.3.1. Caracterizacién de la agroindustria
Problematica de la agroindustria quesera

Uno de los principales problemas establecidos por el 60% de los productores del
Queso Bola es el desabasto de leche, principalmente en la época de estiaje. Este
hecho afecta aquellos que no producen su materia prima y dependen
exclusivamente de la oferta y demanda y otros se ven en la necesidad de comprar

leche en polvo (el 15%) afectando a la genuinidad vy tipicidad del Queso Bola.

Pese a la importancia cultural del Queso Bola, existe de manera constante la
presion sobre los queseros por modificar la tipicidad de sus productos, impulsado
por las instituciones gubernamentales que establecen requerimientos sobre la
calidad en los procesos de produccion de quesos: la NOM-243-SSA1- 2010; la
NOM-251-SSA-2009, la Secretaria de Salud, la NOM-051-SCFI-SSA1-2010 y la
NMX-713-COFOCALEC-2005, oficialmente regulan la calidad minima necesaria
para elaborar y comercializar los quesos producidos en México. Pese a que ya

existen estudios en quesos tradicionales genuinos mexicanos donde se
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demuestra la inocuidad del queso y la disminucidn de la microbiota de los mismos
como es el caso del Queso Cotija e incluyendo al Queso Bola, siendo quesos
elaborados con leche cruda; falta entendimiento y sensibilizacion de las
instituciones correspondientes para que le den la importancia necesaria a estos
guesos (Escobar et al., 2012; Lopez, 2013; Hernandez, 2014).

Los cambios en los habitos de consumo, el ritmo y modo de vida de la sociedad
resultan en la alteracion de la produccion de alimentos a nivel mundial, es decir,
cambian por completo las fronteras alimentarias, y se homogeneiza y monopoliza
la alimentacién de manera industrial y también la poblacion demanda productos

con propiedades funcionales especificas (Vendruscolo et al., 2016; Solis, 2018).

Los consumidores son el factor mas importante, cada vez son mas los que
prefieren productos genuinos tradicionales y prestan mayor atencion a la
procedencia geogréfica de los productos, y se preocupan por determinadas
caracteristicas presentes en los productos que adquieren. En ocasiones, el lugar
de origen sugiere a los consumidores que el producto tendra una calidad o
caracteristicas sensoriales especificas que confieren atributos de mayor
valoracion para un grupo de consumidores. A menudo, los consumidores estan
dispuestos a pagar mas por estos productos, favoreciendo mercados especificos
para productos con determinadas caracteristicas vinculadas a su lugar de origen
(Rizo et al., 2013).

Adopcién de innovaciones en la agroindustria quesera

La innovacion en productos artesanales debe introducirse de manera cuidadosa
y creativa, ya que un cambio en el proceso de estos productos podria no ser el
mas adecuado para el consumidor que valora lo artesanal y tipico de estos
productos tradicionales. Para el andlisis del indice de adopcién de innovaciones
se consideraron las categorias: produccion (Calidad), Estandarizaciéon del
proceso, Manejo de residuos, Estrategia Comercial y Utilidades. La Figura 5.3.1
muestra que la categoria de mayor adopcion de innovacion durante los altimos

afos para la Al es Administracion, ya que el 100 % de los productores cuentan
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con registros manuales de sus operaciones y en segundo lugar Estandarizacion
del proceso, porque el 50 % de los productores respetan lo estipulado en las
Reglas de Uso para la Marca Colectiva “Queso Bola de Ocosingo, Chiapas”. Para
esta Ultima categoria se consideraron las variables, leche cruda, tiempo de

maduracién del queso, sin aditivos (excepto sal y cuajo) y la elaboracion del forro.

Las categorias que se encontraron por debajo del 50 % de adopcion
corresponden a calidad, estrategia comercial y manejo de residuos, por lo que se
atribuye a un bajo interés de los productores en estas innovaciones. En el caso
de estrategia comercial es necesario profesionalizar y promover de manera mas
eficiente el producto, de manera paralela es necesario informar al consumidor
sobre las bondades del Queso Bola mas alla del consumo y del aspecto tangible.
La diferenciacién a partir de etiquetas con informacion sobre aspectos culturales

del producto podria contribuir a una mayor diferenciacion.

Manejo de residuos

100
80
. . 60 . .
Administracién Estrategia comercial
20
20

proceso

INAI Global
Fuente: Elaboracién con base en datos generados, 2017.

Figura 5.3.1.Categorias para adopcion de innovaciones en la agroindustria del
Queso Bola de Ocosingo, Chiapas.
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Con respecto a los atributos sensoriales, el queso Bola posee caracteristicas
Unicas, la forma en que lo elaboran, el proceso de maduracion y los recursos
naturales asociados, asi como la ubicacion geogréfica, confieren rasgos tipicos:
olor, sabor, color, consistencia que lo diferencian de los demas quesos
madurados. Sin embargo, la valoracion que el consumidor le da al producto es

baja aunado a débiles estrategias de promocion de los productores.

El queso es elaborado por un grupo reducido de queseros artesanales, quienes
han heredado y conservado el saber hacer de este queso por generaciones,
conservando la identidad, tipicidad y tradicionalidad. Por otro lado, en los
mercados locales se comercializa Queso Bola de diversas calidades, con
variaciones que afectan la tipicidad, tales como disminucion del tiempo de
maduracién, forro mas fresco y en casos extremos la adicion de leche en polvo,
resultando un producto mas fresco, y sensorialmente diferente y perdiendo parte
de lo genuino Yy tipico. Esto coincide con el porcentaje bajo en la adopcion de
innovaciones del queso, pues la mayoria de las queserias no respetan la reglas
de uso de la Marca Colectiva para la elaboracion del Queso Bola lo que demerita
su valoracion (Cervantes et al., 2008; Pomeodn, 2011).

Velocidad de adopcion de innovacion de la agroindustria

Se calculoé para conocer la velocidad con la que los productores aprenden y
adoptan innovaciones durante el tiempo. Lo cual esta relacionado directamente
con la capacidad de adaptacién de las empresas al entorno y tendencias de
consumo. En la Figura 5.3.2, se destacan dos etapas, la primera que va de 1969
a 2012 y la segunda que va de 2012 a 2017.
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Fuente: Elaboracidn con base en datos generados, 2017.

Figura 5.3.2. Velocidad de innovacion de la Al del Queso Bola de Ocosingo,
Chiapas.

En la primera fase, se aprecia que las innovaciones que se han introducido, se
relacionan con la mejora del proceso y la integracion de equipos y trazabilidad de
la materia prima, es decir se puede asociar como una etapa de fortalecimiento
de lo tipico y tradicional. En la segunda etapa, se aprecia una mayor rapidez en
adoptar innovaciones relacionadas con mayores exigencias del mercado y
entorno, tales como las buenas practicas de produccién, introducciéon de
innovaciones de cuidado ambiental como manejo del lactosuero y la necesidad
de vincular el queso con mercados de mayor valor. Implicé mejorar la estrategia
comercial, utilizando las redes sociales y mayor participacion en ferias para

promocionar al Queso Bola.
Andlisis econdmico de las queserias del Queso Bola

El andlisis econdmico de las agroindustrias (Figura 5.3.3) es un indicador que
muestra de manera general las utilidades derivadas de la produccién quesera y
puede representar la continuidad o no de la produccion de este queso. El analisis
indica que el 33 % de las queserias tienen mayor ingreso con respecto a los

costos asociados a la produccion del queso, por lo que podria asumirse mayor
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rentabilidad, el resto puede ser que presente utilidades negativas, sin embargo,
es posible que para este grupo de queseros la actividad representa una parte

complementaria.

1200
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400 -
200
0
PQ1 PQ2 PQ3 PQ4 PQ5 PQ6

Agroindustrias queseras

Pesos mexicanos (miles)

M Ingreso Total ™ Costos

PQ1 (El Dorado), PQ2 (Queshil), PQ3 (Laltic), PQ4 (Productos Ocosingo), PQ5 (Lacteos Maya).

Fuente: Elaboracién con base en datos generados, 2017.

Figura 5.3.3. Analisis econémico de las queserias del Queso Bola de Ocosingo,
Chiapas.

Las queserias con mayores utilidades estan vinculadas a mercados mas estables
y de mayor valor, por lo que el precio al que comercializan su producto es mas
alto, en comparaciéon con el resto de las queserias quienes muestran incluso
pérdidas. La queseria (PQ3) posee un nivel de integracion elevado y, por lo tanto,
poseen mayor control sobre la materia prima y esto confiere una mayor calidad
del queso. Por otro lado, la PQ4, no produce su propia leche, demas, cuenta con
un mercado especifico el cual ya es garantia para la venta de sus quesos
(Aeropuerto Internacional Angel Albino Corzo, Chiapa de Corzo, Chiapas).
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Derivado al ACP se obtuvo que con dos componentes se explican el 78 % de la
variabilidad de los datos (KMO?! de 0.5). La Figura 5.3.4 muestra las variables
analizadas se distribuyen en dos grupos con alta afinidad al interior de ellos, en
el primer grupo las variables de mayor peso son estandarizacion del proceso,
calidad y manejo de residuos (proceso), en el segundo grupo se ubica la
estrategia comercial y utilidades, lo cual sugiere que aquellas empresas que

ponen mayor énfasis en el mercado y los consumidores tienen mejores utilidades.
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PQ1 (El Dorado), PQ2 (Queshil), PQ3 (Laltic), PQ4 (Productos Ocosingo), PQ5 (Lacteos Maya)
y PQ6 (Santa Rosa).

Figura 5.3.4. Variables de adopcién e innovacion en seis queserias en Ocosingo,
Chiapas.

! La prueba de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) es una medida de cuan adecuados son sus datos para
el andlisis de factores. La prueba mide la adecuacion del muestreo para cada variable en el
modelo y para el modelo completo. Contrasta si las correlaciones parciales entre las variables
son suficientemente pequefas. Permite comparar la magnitud de los coeficientes de correlacion
observados con la magnitud de los coeficientes de correlacion parcial. EL estadistico KMO varia
entre 0y 1. Los valores pequefios indican que el andlisis factorial puede no ser una buena idea,
dado que las correlaciones entre los pares de variables no pueden ser explicadas por otras
variables. Los menores que 0.5 indican que no debe utilizarse el analisis factorial con los datos
muestrales que se estan analizando (Fernandez, 1999)
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La posiciobn competitiva de las empresas queseras con respecto a los dos
componentes principales permite diferenciar que en el componente 1 (C1) las
variables de mayor peso son calidad y estandarizacién del producto y con
respecto al componente 2 (C2) la variable de mayor peso es la del manejo de
residuos (Cuadro 5.3.1), siendo los factores que dan mayores ganancias en las

qgueserias.

Cuadro 5.3.1. Cargas factoriales de los componentes.

Variable C1l Cc2

Calidad 0.947 0.110
Estandarizacion de proceso 0.944 0.087
Manejo de residuos 0.371 0.904
Estrategia comercial 0.541 -0.755
Utilidades 0.491 -0.231

Fuente: elaboracidon propia con base en datos generados, 2017.

De acuerdo con los resultados, en este grupo de queserias las ganancias
(utilidades) de las queserias tiene relacion directa con la adopcién de
innovaciones, lo cual sugiere que las innovaciones evaluadas contribuyen de
manera sustancial con este modelo de queserias principalmente las relacionadas
con estrategia comercial, manejo de residuos, conservacion del proceso de
produccion y el manejo de residuos; incluso las de mejor posicionamiento
muestran fuerte relacién con una estrategia comercial basada en la identificacién

de necesidades del consumidor y nuevos mercados.

Las variables relacionadas con la estandarizacion del proceso y calidad estan
altamente correlacionadas e influyen en la posicién de las queserias. Un aspecto
relevante es que todas las queserias no consideran importante el andlisis del
consumidor y del mercado aunque ello pueda implicar una mejor posicién en el

mercado.

Con relacién a las Reglas de Uso de la Marca Colectiva, buena parte de los

gueseros no las respeta, obteniendo calidades distintas en los productos,
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demostrando asi la baja organizacion de los productores del Queso Bola y por lo
tanto una marginal alternativa de que este producto pueda acceder a otro tipo de

proteccion o indicacidén geogréfica, pese a ser un buen candidato.
5.3.2. Caracterizacién del consumidor actual y potencial del Queso Bola
Caracteristicas sociodemograficas de los consumidores

Es posible que las queserias de tamafio pequefio y mediano se vean limitadas
en la fortaleza de la relacién que establecen con sus clientes y sobre todo que
entiendan sus necesidades. Los resultados derivados del andlisis, indican que
los consumidores son personas adultas, en edad laboral, en un rango de edad
entre los 20 a 79 afos, de los cuéles el 40 % poseen un nivel de escolaridad
basica y media superior, un 50 % con estudios universitario y un 10 % con

estudios de posgrado.
Caracteristicas socioecondmicas de los consumidores

Con respecto al analisis socioecondmico de los consumidores, se clasificaron en
tres estratos con relacion al nivel de ingresos mensuales. La clasificacion por
estratos se muestra en el Cuadro 5.3.2, con respecto al ingreso mensual y la
escolaridad de los consumidores. Pese a que el 50 % de los encuestados tienen
un grado universitario el 30% de la poblacion se encuentra en el estrato 1, esto
se debe a que muchos perciben un salario muy bajo o no ejercen su profesion,
percibiendo sueldos bajos. En el estrato 3 con un 7 % de participacion se
encuentran los consumidores con estudios de Posgrado, ya que cuentan con
trabajos estables, trabajan por su cuenta, son empleados de dependencias
diferentes al gobierno, quienes perciben un salario mayor a los consumidores de

otros estrados.
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Cuadro 5.3.2. Clasificacion por estratos de acuerdo al nivel de ingresos mensual
y escolaridad de los consumidores.

Variable Estrato (Bajo) Estrato 2 (Medio) Estrato 3 (Alto)
(<$5,000/mes)  ($5,001-$10,000/mes) (>$10,000/mes)

Con posgrado (%) 3 7

Estudios superiores (%) 30 13 7

Media superior (%) 19 6

Basica (%) 10 1 3

Edad (afios) 34 38 43

Consume queso por:

Apariencia (%) 46 22 12

Inocuidad (%) 80 20

Identidad (%) 54 29 18

Tradicion (%) 65 22 13

Fuente: Elaboracion propia con base en datos generados, 2017.

Con relacion ala edad, los consumidores del estrato alto se caracterizan por tener
mayor edad comparada con los otros dos estratos, lo cual repercute en
decisiones mas solidas al momento de elegir los productos a consumir,
principalmente del tipo tradicional. Con respecto a la inocuidad del producto los
consumidores del estrato bajo y alto lo consideran importante. EI consumo de
este producto asociado a la identidad, tradicién y apariencia es importante para
los tres estratos, lo que significa que el consumidor de este queso esta informado
sobre aspectos intangibles asociados al producto y lo consume por sus

caracteristicas de tipicidad.
Variables que inciden en la disposicidén a pagar

Con base en el analisis de regresion logistica la Figura 5.3.5 reporta las variables
de mayor influencia con relacién a la disposicion a pagar por el Queso Bola. Las
variables de mayor incidencia son la escolaridad, edad y nivel de escolaridad del
estrato 3 (mayor ingreso y mayor nivel de estudios). Estas variables son las que

influyen en una mayor disposicion a pagar por un queso artesanal, lo cual esta
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relacionado directamente con mayor nivel de ingreso y nivel educativo, esto se
podria asociar con mayor conocimiento y valorizacion de un producto tradicional,
considerando las caracteristicas asociadas, tales como recursos naturales,
cultura, tradicion y saber hacer. Adicionalmente, la accidn colectiva construida
por actores involucrados ha permitido mediante la creaciébn de una marca

colectiva y reglas de uso una mayor valorizacion de este producto.

Escolaridad por

Estrato-3

I__| Sexo-1  Sexo-2

-2
Estrato-1 to

-0.1

Coeficientes estandarizados
o
-
m
[oN

-0.2 1 1

-0.3
Variable

Fuente: Elaboracidn propia con base en datos generados, 2017

Figura 5.3.5. Variables que influyen para la disposicion a pagar por el Queso Bola.

Existe una clara competitividad de los productos alimenticios tradicionales con
respecto a los industriales, estos alimentos ofrecen comodidad a un precio
econdémico para la mayoria de los consumidores. Son productos que estan
estandarizados, ofrecen calidad constante todos los dias y la mayoria son quesos
frescos. Generalmente se producen a gran escala por grandes empresas en
cualquier lugar del mundo y los productores pueden tener casi el mismo producto
final. Caso contrario con los quesos tradicionales, como el Queso Bola de
Ocosingo, Chiapas que son productos hechos a mano y producidos en el territorio
de origen (con caracteristicas propias de recursos humanos, entorno geogréafico,
naturaleza, clima, la raza del animal, y, por tanto, son testimonio de la historia,
cultura, estilo de vida de la comunidad rural y entorno geografico en donde se

producen. Este tipo de queso que se caracteriza por sus sabores intensos y
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distintivos, con una variabilidad razonablemente alta incluso dentro de la variedad

del mismo queso (Licitra, 2010).

Un grupo reducido de consumidores que comparte caracteristicas especificas,
valora este tipo de productos; sin embargo, existe evidencia acerca del
desconocimiento para la mayoria de los consumidores sobre los atributos de los
qguesos tradicionales, diferenciados por su calidad de origen. Es decir, los
consumidores que adquieren alimentos similares a los quesos mexicanos
tradicionales siguen sin conocer su variedad o existencia, como es el caso del

Queso bola de Ocosingo (Agudelo-Lépez et al., 2016).

Para asociar los atributos del Queso Bola que el consumidor valora y los grupos
de consumidores, se realiz6 un ACP, donde se obtuvo que seis componentes
explican el 75% de la variabilidad de los datos (KMO = 0.6) los factores que
consideran los consumidores en el consumo de este queso. En la Figura 5.3.6 se
observan las variables en grupo como: el sabor, aroma y textura (caracteristicas
sensoriales), en el segundo la etiqueta y empaque, en el tercero el nivel de
ingresos, escolaridad y lugar de residencia, en el cuarto precio, en el quinto
género y sexto la edad. Estas son las variables que inciden en la decisién del

consumidor para adquirir el producto.

0.25 Sexo T

€2 (16.31 %)

Precio actual

Disp pagar precio
05 T scAnio ppagarp

Hgst%gﬁcia

AN
©
N
a
o
«n

-0.25 0 0.25 0.5 0.75 1
C1(21.41 %)
Fuente: Elaboracién propia con base en datos generados, 2017.

Figura 5.3.6. Variables que influyen en la decision de compra en los
consumidores.
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La posicidon de los consumidores con respecto a los dos componentes permite
diferenciar en el componente 1 (C1) las variables de mayor peso que son aroma,

textura y sabor y con respecto al componente 2 (C2) empaque Yy etiquetado.

En los ultimos afios se ha observado un creciente interés de los consumidores
en productos alimenticios mas diferenciados, en este contexto, los TFP,
representan una alternativa de consumo saludable y esto se asocia al hecho de
que los consumidores son cada vez mas reacios a los riesgos inducidos por la
innovacion alimentaria como resultado de la intervencion humana; sin embargo,
el desarrollo de TFP es necesario para la supervivencia del producto en un
mercado global competitivo (Stolzenbach, Bredie, & Byrne, 2013; Vanhonacker
et al., 2013)

Los TFP representan un segmento en crecimiento en el mercado alimentario, sin
embargo, para mantenerse en el mercado actual, deben innovar y mejorar la
forma de llegar a los consumidores, pero mas importante informar al mercado
sobre los atributos de este tipo de productos. Cuanto mas estrictamente los
consumidores definen los alimentos tradicionales, mas influye su aceptacion en
el impacto percibido de la innovacién en el caracter tradicional del producto
alimenticio (Vanhonacker, Kuhne, Gellynck, Guerrero, Hersle & Verbke, 2013).
La aceptacion por parte de los consumidores de las etiguetas con garantia de
origen y mayor variedad de productos corresponde a los esfuerzos del sector
para ingresar a nuevos mercados y mejorar la comercializacion de sus productos
alimenticios tradicionales (Kuhne et al.,, 2010). Un factor importante para la
aceptacion de innovaciones y que beneficien a los productores del Queso Bola
implica reforzar las caracteristicas tradicionales del producto (etiqueta que
garantice el origen) o que brinden beneficios al mejorar los atributos negativos
asociados con caracteristicas tradicional de los alimentos (resaltar que es un

producto madurado, genuino, sin aditivos).

Por otro lado, el productor tradicional debe tener una comprension clara de las
caracteristicas que los consumidores buscan en el TFP (Kihne et al., 2010). Ya
que el consumidor exige una relacion mas cercana con el productor de su comida,
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ya sea real (la compra directa en el lugar de origen), o imaginaria (a través de un
etiquetado con datos de su origen, elaboracién e identidad), pues simbolicamente
estos datos le representen cualidades intangibles y ayudan a compensar la
distancia entre el consumidor del producto y la fuente del alimento (Bessiere,
1998). Tal es el caso del estrato 3 que tienen la disposicion de pagar mejor el
Queso Bola, ademas otra caracteristica singular es que son consumidores que
dificilmente pueden acceder al producto en su lugar de origen, por lo que seria
necesario trabajar con los productores en mejorar la informacion plasmada en la
etiqueta y que ellos mismos valoricen mas su producto, ya que la mayoria vende

su producto sin etiquetas, demeritando asi la calidad de producto tradicional.
5.4. Conclusiones

La adopcion de innovaciones mostrada por las empresas queseras es alto
(61.1%) considerando que son de corte artesanal, la mayor adopcion se
encuentra en las innovaciones referidas a administracion y control del proceso.
Los menores niveles de adopcion de innovaciones se presentan en manejo de

residuos, estrategia comercial y calidad.

La relacion que tiene la innovacion con la posicion competitiva de las empresas
muestra que el mejor desempefio lo tienen las empresas que adoptan
innovaciones de conservacion del proceso artesanal del queso y manejo de
residuos. Otro grupo de empresas se ve fortalecido por la estrategia comercial lo

cual repercute directamente en las utilidades.

Existen posibilidades de introducir innovaciones en los quesos Bola de Ocosingo,
Chiapas sin disminuir su principal ventaja competitiva como sus rasgos
caracteristicos de la forma de elaboracién, apariencia, y en especial las
caracteristicas relacionadas con la autenticidad y genuinidad del producto. Tal
seria el caso de mejorar la etiqueta principalmente y de preservar las

caracteristicas de elaboracion del queso, respetando lo que marcan las Regla de
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Uso de la Marca Colectiva, para mantener la calidad de los quesos (maduracion,

forrado oreado, sin otros aditivos distintos al cuajo y sal).

Con respecto a los atributos del Queso bola, es destacable que los consumidores
con mayor nivel de escolaridad e ingresos son los que resultan en una mayor
disposicibn a pagar mas por el queso. Los atributos que mas valoran los
consumidores de este producto son el empaque y la etiqueta y por otra parte

atributos sensoriales como el aroma, sabor y textura.

La estrategia mas adecuada que los productores de queso pueden implementar
es ya una vez que se identificd al consumidor potencial, emprender una campafa
de promocién del producto resaltando atributos sensoriales e intangibles como la

cultura e identidad.
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CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de las bacterias acido lacticas (BAL) en la maduracién del queso
permite conocer la calidad microbiologica y la calidad de elaboracion del Queso
Bola de Ocosingo, Chiapas (QBO), ya que influyen en las caracteristicas del
queso, desde la calidad de la materia prima, las condiciones y por supuesto el

saber-hacer y la experiencia de los maestros queseros.

Durante la maduracion del Queso Bola, caso contrario a lo que sucede con la
cuenta de BAL, la concentracion de péptidos de bajo peso molecular incrementa,
lo que representa mayor actividad biologica. Lo cual coincide con los resultados
de actividad antihipertensiva, a mayor tiempo de maduracién se obtuvo mayor
actividad. Demostrando una vez mas que la forma tradicional y artesanal de

elaboracion de los quesos, si influye en su composicién.

Las empresas queseras que muestran mejor desempefio se relacionan con la
adopcién de innovaciones de conservacion del proceso artesanal del queso y
manejo de residuos. Otro grupo de empresas se ve fortalecido derivado de la
estrategia comercial, que incide directamente en las utilidades. Los consumidores
con mayor nivel de escolaridad e ingresos son los que resultan en una mayor
disposicion a pagar por el queso. Los atributos que mas valoran del QBO son el
empaque y la etiqueta y por otra parte atributos sensoriales como el aroma, sabor

y textura

Una estrategia que deben implementar los productores del queso, una vez que
se identificé al consumidor potencial, es una mayor promocién y difusion del
gueso, resaltando atributos sensoriales, funcionales como la presencia de
péptidos con actividad antihipertensiva y aspectos intangibles como la tradiciéon
identidad e historia.
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