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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto de la adicion directa de nopal (O. ficus-indica) a la leche
cruda (LC) sobre la calidad microbioldgica (CM) del queso fresco artesanal (QFA) y yogurt
artesanal (YgA). Para ello, la fase experimental fue disefiada en dos etapas: Primera Etapa,
determinacion del efecto de cladodios de nopal en la dieta de vacas Holstein bajo
confinamiento total sobre la produccion de leche (PL) y CM de la LC y sus subproductos
(QFA 'y YgA). Se utilizaron 14 vacas, con las cuales se formaron dos grupos (G): G1 (n=7),
las cuales recibieron una dieta convencional y, G2 (n=7), vacas alimentadas con una dieta
complementada con 12 kg de nopal vaca™® dia’. Etapa experimental que durd 4 semanas,
incluida la semana de adaptacion a la dieta. Se evalud: PL (kg) vaca™ dia* grupo™® y CM de
LC, QFA Y YgA grupo™, con énfasis en mesofilas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT);
ambos subproductos, elaborados con LC proveniente de los grupos 1y 2. Segunda Etapa, se
determino el efecto de la adicion directa a la LC de epidermis de O. ficus-indica en fresco
(ENgr) y deshidratada (ENgs); asi como, la adicion de extractos etanolicos de epidermis de
O. ficus-indica (Eori) y de O. atropes (Eoa) sobre CM de QFA y YgA. Se evaluo, CM de la
LC con la que se elabord QFA y YgA grupo, con énfasis en BMA y CT. El contacto directo
del tratamiento™ con la LC fue de 2 h, para posteriormente hacer anélisis microbioldgico de
la LC tratamiento™ y proceder con la elaboracion de QFA y YgA tratamiento . Los
subproductos se procesaron de acuerdo con el método tradicional. La preparacion y analisis
bacteriolégico de las muestras de QFA y YgA se realizd bajo las Normas Oficiales
Mexicanas. La informacion recabada grupo™ en las dos etapas, se analizé a través de la
metodologia de mediciones repetidas. En la Primera Etapa se encontr6 que, el G2 produjo
25% maés cantidad de leche (P<0.05) y contabilizo menor (P<0.05) cantidad de UFC ml de
BMA (5.0 Logio UFC mI') y CT (4.3 Logio UFC ml?), en comparacion con la LC
proveniente del G1. En QFA se observé el mismo efecto: BMA (6.4 Logio UFC mIt) y CT
(5.9 Logio UFC ml?) en el queso elaborado con LC del G2, promedios éstos menores
(P<0.05) a los observados en queso elaborado con LC del G1. En YgA, también se observé
éste efecto: fue de mayor CM, cuando se elabor6 con LC del G2 que con LC proveniente del
G1 (P<0.05). En la Segunda Etapa experimental, se encontré disminucion de BMA 'y CT en
LC 2 h post-tratamiento con ENgs, ENgr, Eori 0 Eoa (P<0.05). EI QFA derivado de LC en
contacto con ENgr, mostrd menor (P<0.05) cantidad de UFC g para BMA y CT vs QFA
elaborado con LC proveniente del resto de los tratamientos analizados. EI mismo
comportamiento se observo en YgA: reduccion de UFC ml? de BMA y CT con ENgr
(P<0.05) vs testigo o0 vs ENgs. Asi, la complementacion de la dieta de las vacas Holstein con
12 kg de nopal vaca dia™ incrementa la produccion y calidad microbioldgica de la LC, efecto
que perdura durante el proceso y almacenamiento del QFA y el YgA. Mientras que el
contacto directo de la LC con ENgr 0 Eoa, por 2 h, mejora la calidad de estos sub-productos
lacteos.

Palabras clave: vacas, coliformes, mesofilas aerobias, nopal, lacteos.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of the direct addition of nopal (O. ficus-indica) to
raw milk (RM) on microbiological quality (MQ) of artisanal fresh cheese (AFC) and artisanal
yogurt (AY(g). The experimental phase was designed in two stages: First stage, determination
of the effect of nopal cladodes in the Holstein cows diet under total confinement on the milk
production (MP) and MQ of the RM and its products (AFC and YgA). A total of 14 cows
were used. Two groups (G) were formed: G1 (n = 7), which received a conventional diet and
G2 (n =7) cows fed a diet supplemented with 12 kg cow nopal -1 day-1. Experimental stage
lasted 4 weeks, including diet adaptation week. It was evaluated: MP (kg) cow-1 day-1
group-1 and MQ of RM, AFC and AYg group-1, with emphasis on aerobic mesophilic
bacterium (AMB) and total coliforms (TC); Both subproducts, made with RM from groups
1 and 2. Second Stage, the effect of direct addition to the RM of epidermis of O. ficus-indica
fresh (EFIF) and dehydrated (ENID) was determined; As well as the addition of ethanol
extracts of O. ficus-indica (EOFI) and O. atropes (EOA) epidermis on MQ of AFC and AYqg.
It was evaluated, MQ of the RM with which AFC and AYg group-1 were elaborated, with
an emphasis on AMB and TC. The direct contact of the treatment-1 with the RM was of 2 h,
later to make microbiological analysis of the treatment-1 RM and proceed with the
elaboration of AFC and AY(g treatment -1. By-products were processed according to the
traditional method. The preparation and bacteriological analysis of the samples of AFC and
AYg was carried out under Mexican Official Standards. The collected information group-1
in the two stages, was analyzed through the methodology of repeated measurements. In the
first stage it was found that, G2 produced 25% more milk (P <0.05) and counted lower (P
<0.05) amount of CFU mL-1 of AMB (5.0 Logio CFU ml -1) and TC (4.3 Logi0 UFC ml-1),
compared to the RM from G1. In the AFC, the same effect was observed: AMB (6.4 Log1o
CFU ml-1) and TC (5.9 Logio CFU ml-1) in the cheese made with G2 RM, the latter averages
(P <0.05) With G1 RM. In AY(g, this effect was also observed: it was of greater MQ, when
it was elaborated with RM of G2 than with RM from G1 (P <0.05). In the second
experimental stage, we found a decrease in AMB and TC in 2 h RM post-treatment with
ENID, EFIF, EOFI or EOA (P <0.05). The AFC derived from RM in contact with EFIF
showed lower (P <0.05) amount of CFU g-1 for AMB and TC vs AFC made with RM from
the rest of the analyzed treatments. The same behavior was observed in YgA: reduction of
CFU mL-1 of AMB and CT with EFIF (P <0.05) vs control or vs ENID. Thus,
supplementation of the diet of Holstein cows with 12 kg of cow-1 day-1 nopal increases the
production and microbiological quality of the RM, an effect that persists during the process
and storage of AFC and AY(g. While the direct contact of the RM with EFIF or EOA for 2 h
improves the quality of these dairy sub-products.

Key words: cows, coliforms, aerobic mesophiles, cactus, dairy.
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1. INTRODUCCION

La produccion de alimentos basicos es y ha sido una de las grandes preocupaciones para
México (SAGARPA, 2012). Sin embargo, en los ultimos afios se ha registrado un aumento
en los precios de los alimentos (Magaria et al., 2016), lo que provoca inseguridad alimenticia,
principalmente en los paises importadores netos de alimentos, entre ellos, México; quien
entre enero y junio del 2016, importdé 398 millones de dolares en leche y sus derivados
(Jusidman, 2014; CANILEC, 2016). No obstante, se estima que alrededor del 16% de la
demanda interna de lacteos se cubre con importaciones (SAGARPA, 2016). Esta creciente
demanda por productos lacteos se explica, principalmente, por el aumento de la poblacion
(De la Vega, 2010 citado por SAGARPA, 2012); asi como, porque este producto es
considerado como un alimento basico en la dieta de los nifios y ancianos, principalmente
(Reyes et al., 2011): la leche, es un alimento casi completo, pues solo presenta bajos
contenidos en hierro, vitamina D y C (Espinosa et al., 2008; CANILEC, 2011; Fuentes et al.,
2013).

De acuerdo con lo referido en el parrafo anterior, un déficit en la produccion de leche o de
éste producto en el mercado, en cualquier pais, genera problemas de inseguridad alimentaria,
principalmente en las zonas rurales (Gutiérrez y Zufiga, 2015; FAO, 2015), en donde es méas
dificil mantener constante la produccién de leche y su abastecimiento bajo condiciones de
seguridad alimentaria y de las normas sanitarias (FAO, FIDA y PMA. 2013). Ante esta
situacion, es indispensable no solo mejorar la eficiencia de los sistemas de produccion de
leche bovina, sino que la leche producida sea inocua (Aragon et al., 2016; Diaz et al., 2016).
Esta demanda implica, la implementacion de estrategias que se adecuen a los distintos
sistemas de produccion de leche bovina; incluidos, los de poca o nula relacion con el mercado

formal y ademas, estas estrategias deben observar el cumplimiento de las normas oficiales

1
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en torno a las caracteristicas de calidad bacteriologica de la leche y sus subproductos (NMX-
F-700-COFOCALEC-2012; Urquia, 2014).

Dentro de los sistemas de produccién de leche con poca o nula relacion con el mercado
formal, se encuentran los sistemas de bovinos productores de leche a escala familiar (Bastida,
2014). Ademas, dichos sistemas se caracterizan por: i) carecer de instalaciones que
proporcionan confort a los animales (Moreno et al., 2012), ii) no poseer técnicas ni
tecnologias reproductivas, nutricionales, sanitarias o genéticas; por lo que es comun que la
produccion se encuentre entre los 9.5 kg leche vaca-1 dia™® (Ortiz et al., 2012), iii) ausencia
de précticas de salud de la ubre y ordefio y, iv) en los casos de manufactura de la leche para
su transformacion en sub-productos lacteos, estos se fabrican con pocas o nulas practicas de
higiene (Reyes et al., 2011). No obstante, este tipo de sistemas representan cerca del 70% de
las unidades productoras de leche de bovinos y su participacion en el mercado nacional es de
aproximadamente del 30% (FAO-OCDE, 2013; FAO, 2014). Ademas, abastecen de materia
prima a mas del 50% de las empresas pertenecientes a la industria lactea (Esteban et al.,
2012).

Con respecto a la industria de la transformacién de la leche, en el 2008, se estimé un total de
1500 queserias, que emplean cerca de 20 mil personas (Poméon y Escoto, 2010). Sin
embargo, dentro de estas empresas, se calcula que méas del 50 % no estan registradas
(Gonzélez, 2013) y, de manera general, estdn conformadas por los propios sistemas de
produccion de leche bovina a escala familiar, mismas que fabrican queso fresco y otros sub-
productos, a partir de la leche cruda (Hernandez et al., 2013), lo que permite darle valor
agregado a la produccion de leche, cuyo valor se valora en 113 mil millones de pesos
(Poméon y Cervantes, 2010; Villegas y Cervantes, 2011; SAGARPA, 2016). De aqui que,

estos sistemas se consideren indispensables para la seguridad alimentaria (FAO, 2014).
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En cuanto a la calidad de la leche y sus subproductos, los sistemas no tecnificados, en donde
se incluyen los sistemas familiares, generalmente la producen con mala calidad
microbioldgica (Arriaga et al., 2013), debido a que se han encontrado en leche cruda elevados
conteos bacterianos de mesdfilas aerobias (>1x10” UFC ml™?) y de coliformes totales (>1x10°
UFC ml™Y) (Zucali et al., 2014; Al-Nabulsi et al., 2015) dicha carga bacteriana en leche
representan riesgos a la salud del consumidor (NOM-243-SSA1-2010; Calasso et al., 2016).
Asi mismo, Pangallo et al. (2014) y Da Silva et al. (2016) sefialan, que en queso elaborados
a partir de leche sin tratamiento térmico (cruda/bronca), se han aislado gran variedad de
microorganismos, incluidos algunos patdgenos que representan un riesgo para la salud
publica como: Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, S.
typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Brucella abortus, Brucella
melitensis y Mycobacterium bovis (Gonzélez y Franco, 2015; Gomez et al., 2016).
Resultados relevantes dentro de la definicion de seguridad alimentaria, puesto que la
inocuidad de los alimentos es uno de los conceptos claves (Moctezuma et al., 2014; Méndez
etal., 2015).

Al respecto de la calidad de la leche, diversas organizaciones como la SAGARPA (2007), la
Administracion de Drogas y Alimentos -FDA- (2012) y la FAO (2013a), recomiendan que
la leche sea almacenada y enfriada a 4 °C dentro de las primeras 2 horas post-ordefio, este
método garantiza que la leche mantenga hasta por 24 horas la calidad microbiolégica
(Zumbado y Romero et al., 2016). Otra alternativa para mejorar la calidad microbioldgica de
la leche y sus derivados puede ser la pasteurizacion (FAO, 2013b; FDA, 2015). No obstante,
la mayoria de los quesos frescos elaborados artesanalmente, no siguen un proceso de
pasteurizacion (Dominguez et al., 2011; Diaz et al., 2016). Debido a que este tratamiento

térmico no solo destruye las bacterias patdgenas, sino también bacterias que otorgan las
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caracteristicas de un queso genuino (Aldrete et al., 2014). Ademas, ciertas comunidades
microbianas son considerados como probioticos, responsables de la diversidad Unica y
amplia de sabores, aromas y texturas, que pueden ser eliminadas al someter a la leche al
proceso de pasteurizacion (Fontan et al., 2001; Beresford et al., 2001).

La implementacion de las estrategias sugeridas por las organizaciones citadas anteriormente,
hasta cierto punto, son inviables; puesto que no toman en consideracion el contexto social,
cultural y econdémico que caracterizan tanto a los sistemas familiares como a los productos
que ofrecen al consumidor. Ejemplo de ello, es la falta de suministro eléctrico en algunas
zonas donde se crean y sobreviven estos sistemas. Ademas, el equipo de enfriamiento y/o
pasteurizacion tienen un costo, tanto de adquisicion como de mantenimiento, que los
productores a escala familiar dificilmente podrian solventar (Villalobos, 2006). Por otra
parte, el consumidor demanda productos alimenticios con minimo proceso, libres de aditivos
quimicos, naturales e inocuos (Beristain et al., 2012). Asi mismo, el costo del producto
terminado (queso fresco artesanal) lo hace accesible a los consumidores en los mercados
locales, principales demandantes y oferentes de estos productos.

Aunque se pudiera implementar la tecnologia sugerida por las organizaciones para enfriar y
pasteurizar la leche para el consumo y/o elaboracién de sub-productos, ain queda por
resolver otro problema: la implementacién de cultivos que soporten la sequia, se adapten a
regimenes de temporal y suelos con problemas de erosion o salinidad (Nelson et al., 2009;
Giner et al., 2011; Coronado et al., 2012). Caracteristicas éstas, que prevalecen en la mayoria
de las zonas rurales del pais donde los sistemas familiares residen (Yubero, 2015). Dentro
de estos cultivos, el nopal (Opuntia sp) puede ser una alterativa viable, debido a:

1) Tolera la sequia, 2) necesita 162 kg de agua para sintetizar 1 kg de materia seca, conversion

mayor al de otros cultivos forrajeros tradicionales, como maiz y alfalfa (367 y 750 kg de

4



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

agua:1 kg de materia seca) (Han y Felker, 1997; citado por Reveles et al., 2010; Aguiar et
al., 2015), 3) dicha planta posee 80 a 85% de agua, recurso de mayor demanda en condiciones
de sequia, 4) la materia seca de Opuntia sp esta compuesta por celulosa, hemicelulosa,
vitaminas y minerales (Junior et al., 2014), con niveles significativos de calcio (1.8 a 2.5 %),
potasio (1.5 %) y magnesio (0.7 a 1.1 %) (Wanderley, 2001; Medeiros et al., 2013), posee
hasta un 70% de carbohidratos no estructurales (fructooligosacéaridos, inulina, mucilagos y
pectinas) y una aceptable digestibilidad (65 a 80%) de materia seca y materia organica: 78 a
81% (Torres, 2010; Ribeiro et al., 2010). No obstante, del total de materia seca solo contiene
26.8% de fibra detergente neutra y 4.0 a 6.0% de proteina cruda (Vazquez et al., 2007; De
Figueiredo et al., 2014).

Asi mismo, diversas investigaciones han puesto de manifiesto la presencia de compuestos
bio-activos (&cido galico, quercetin, rutinoside, kaempferol, flavonoides, &cido coumarico,
acido ferdlico, acido salicilico, rutin, entre otros) en Opuntia sp, que exhibe propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias, entre otras (Ldpez et al., 2014; Mostafa
et al., 2014; Raj et al., 2015). Al respecto, Cui et al. (2015) sefialan que la implementacién
de polifenoles, como el rutin, en el alimento para bovinos productores de leche incrementa
la producciéon lactea. Lo que pudiera explicar los resultados encontrados en otras
investigaciones, en donde la produccion de leche se incrementd de 7.084 a 10.864 kg d*
cuando a la dieta de las vacas se les complemento 12 kg de nopal (Ortiz et al., 2010).

En cuanto a la bio-actividad antioxidante y antimicrobiana de los compuestos que las
cactaceas poseen, también se ha investigado (Juarez et al., 2014; Delgado et al., 2016;
Hoikkala, 2016) y se ha demostrado que, la leche cruda en contacto con el nopal o sus
distintas fracciones anatomicas (epidermis, mucilago y pulpa), disminuye las unidades

formadoras de colonia de las bacterias coliformes totales y mesofilas aerobias, fenomeno que
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también sucede cuando las vacas consumen nopal como parte de su dieta (Ortiz et al., 2011;
Ortiz et al., 2013). Investigaciones que se han desarrollado con animales de sistemas a escala
familiar y en zonas con estiaje prolongado, donde los insumos de la dieta para el ganado son
principalmente esquilmos y granos de maiz o sorgo (Gitz, 2013). Sin embargo, se desconoce
si las fracciones anatémicas del nopal o de los extractos de esta cactacea pueden fungir como
una alternativa en la disminucion de coliformes totales y mesoéfilas aerobias durante el
proceso de elaboracidn y almacenamiento del queso fresco artesanal y del yogurt artesanal,

por lo que es necesario investigarlo.
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2. ANTECEDENTES
En Meéxico los sistemas de produccidn de leche de bovinos, a escala familiar, ofertan leche
cruda y sus subproductos (queso fresco y yogurt artesanal, principalmente), mismos que se
caracterizan por ser productos que pueden poner en riesgo la salud del consumidor (Sanchez
et al., 2016), debido a que se asocian a problemas de intoxicacion por presentar problemas
de calidad microbioldgica, ademas de poseer una vida de anaquel, relativamente corta (Malek
et al., 2015; Szczawinski et al., 2016; Amagliani et al., 2016). No obstante, estos sistemas
aportan el 30% a la produccion de leche cruda a nivel nacional y desde el punto de vista
socioecondémico, su importancia radica en mas de 127 mil unidades de produccién
(SAGARPA, 2014); cifra que debe traducirse en nimero de familias que viven o sobreviven
econdémicamente de ésta actividad (Vera et al., 2009).
2.1 Importancia de la leche cruda proveniente de los sistemas familiares.
La leche de bovino (Bos taurus y Bos indicus) es el alimento de mayor importancia para el
hombre (Reyes et al., 2011). La leche es un alimento casi completo, pues s6lo es pobre en
hierro, vitamina D y vitamina C. Su riqueza en energia (grasa), proteinas de facil asimilacion,
calcio, fésforo y varias vitaminas hacen de la leche el alimento basico, no solo para el lactante
en sus primeros cuatro afios de vida, sino también, en otras etapas de la vida (Espinosa et al.,
2008).
Para las organizaciones como la FAO o la UNESCO, la leche de bovinos es un elemento
indispensable en la alimentacion humana, por lo que su produccion debe ser parte de las
estrategias de seguridad alimentaria en muchos paises (Fuentes et al., 2013). Aspecto en el
que México, no debe estar exento. Aunque si bien, éste alimento esta regulado por normas
mexicanas oficiales, en las cuales se determinan los estandares de calidad para que la leche

y sus derivados sean aptos para consumo humano (PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-
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2012), las especificaciones de calidad de estos productos varian segun el mercado al que se
abastece (Vazquez et al., 2014); pero en general, la norma establece que, la leche debe de
contar con un minimo de 12.5% de solidos totales, 3.1% de proteina cruda (PC), 3.6% grasa
y 4.7% lactosa, principalmente (CANILEC, 2011). Mientras que en los aspectos sanitarios;
la leche cruda debe presentar ausencia de cualquier sustancia y microorganismos que pongan
en riesgo la salud del consumidor, tal como mesofilas aerobias y coliformes totales, mismos
que deben estar presentes en <I1x10° y < 1x10? UFC ml, respectivamente, para que la leche
cruda se considere apta para el consumo humano (NOM-243-SSA1-2010).

En lo que respecta a los productos derivados de la leche, especificamente yogurt y queso
fresco, las normas establecen que tanto el yogurt como el queso fresco deben de ser
elaborados con leche cruda que cumpla con las especificaciones sanitarias mencionadas
anteriormente. No obstante, para el caso del yogurt, la leche cruda debe contener <1x10’
UFC ml? de bacterias del cultivo iniciador y ausencia de cualquier otro microorganismo
(NOM-181-SCFI-2010). Con respecto al queso fresco, la norma establece que la leche cruda
utilizada debe someterse a tratamiento térmico o cualquier otro tratamiento que garantice su
inocuidad (NOM-121-SSA1-1994).

De acuerdo con lo anterior, los sistemas de produccion de leche a escala familiar, por lo
general, no cumplen con las especificaciones gque establecen las normas mexicanas para
asegurar que los productos generados por estos sistemas (leche, queso fresco y yogurt) no
sean un riesgo para la salud de los consumidores (FDA, 2012; Hernandez y Vélez, 2014).
Ello debido principalmente a que, dichos sistemas se caracterizan por poseer poca o nula
tecnificacion, para controlar la calidad de los productos generados en estos sistemas (Moreno

etal., 2012).



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

De manera general, en el pais, las vacas bajo el esquema de produccion familiar son
alimentadas a base de forrajes nativos y esquilmos agricolas, lo que genera ineficiencia
productiva (Garcia et al., 2013). Ademas, el contar con deficientes practicas higiénico
sanitarias, a lo largo de todo el proceso productivo, provoca que la leche cruda producida en
estos sistemas contenga altas cargas bacterianas, lo que pudiera generar serios problemas a
la salud de los consumidores, tanto de las propias familias que la producen y consumen como
de los consumidores de los mercados locales donde se expende este tipo de productos
(SAGARPA, 2007; Reyes et al., 2011; Arriaga et al., 2013).

En concordancia con el parrafo anterior y las normas oficiales para la leche cruda y sus
derivados (NOM-243-SSA1-2010), asi como también, con las estrategias de seguridad
alimentaria, los sistemas de produccién de bovinos productores de leche no deberian
comercializar sus productos, desafortunadamente en México los sistemas de produccién
familiar a pequefia escala, estan desprotegidos por las politicas econdmicas del pais y por
ello conforman un mercado indefenso, informal y practicamente sin controles sanitarios, 10s
cuales abastecen a mas del 50% de queserias de tipo artesanal registradas en el pais (Garcés
et al., 2005) vy, al ofertar sus productos pueden poner en riesgo la salud del consumidor y la
de sus propias familias (FAO, 2013a).

Ante esta situacion, es importante establecer estrategias que coadyuven a resolver la
problematica de los sistemas de produccion de bovinos a escala familiar, con el fin de
hacerlos mas eficientes productivamente y sobre todo que oferten sus productos bajo los
estandares de calidad microbiologica que marcan las normas oficiales. Puesto que este tipo
de sistemas aporta 3000 kg de leche vaca® afio? (9.4%) a la produccion de leche cruda a

nivel nacional y, desde el punto de vista socioecondmico, su importancia radica en el
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mantenimiento economico de mas de 127 mil familias que se dedican a esta actividad (Vera
et al., 2009; IICA-COFUPRO, 2010).

Por ultimo, se debe considerar que, la economia y la infraestructura tecnologica [entorno] de
los sistemas de produccién de bovinos productores de leche a escala familiar limita su
participacion en los sectores comerciales (Garcia et al., 2005; Sanchez y Sanchez, 2005).
Ademas, estos sistemas generan una ganancia diaria aproximada de $1.29 USD (si se toma
en cuenta la produccion promedio de leche vaca™ dia': 9 kg), ganancia que limita a los
productores cubrir las necesidades basicas de sus familias (Moreno et al., 2012). Sin
embargo, este sector ha persistido a través del tiempo, debido principalmente, a que el
autoconsumo y/o venta de la leche cruda y sus subproductos se considera como un
complemento del ingreso econdmico de las familias campesinas (INEGI, 1999).

2.2. Calidad microbioldgica de le leche cruda

La leche cruda de vaca se define como la secrecién natural de las glandulas mamarias de las
vacas sanas, excluida el calostro y que no ha sido sometida a tratamiento térmico (CODEX,
2011) para que sea considerada de calidad para consumo humano debe de cumplir con ciertas
caracteristicas fisicoquimicas (organolépticas, nutricionales, quimicas, entre otras) y
sanitarias (Roman et al., 2003). La calidad higiénica sanitaria esta relacionada con la carga
microbiana, tipo de microorganismos, asi como, la presencia de enzimas y toxinas termo-
resistentes, siendo estos la principal causa de que la leche se rechace (Duce et al., 2012).

La FAO (2009), ha establecido que las enfermedades transmitidas por los alimentos, como
la leche cruda con cargas bacterianas patdgenas, son un problema recurrente en paises en vias
de desarrollo y deben ser consideradas en un ambito de caracter social, tecnoldgico,
econdémico, cultural y politico, ya que tiene una influencia negativa en el desarrollo

socioeconémico. Por ello, la importancia de las especificaciones de calidad de leche en las
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diferentes normas oficiales acordes a los diferentes mercados de abastecimiento (Vazquez et
al., 2014): planta procesadora o consumidor final (NOM-243-SSA1-2010; CANILEC,
2011).

Es un hecho que, la calidad de la leche depende de varios factores, entre los mas importantes
se encuentran: los genéticos y los ambientales, los cuales estan asociados a la calidad y
cantidad de los insumos de la dieta, a las técnicas empleadas para la prevenciéon de
enfermedades, a las tecnologias para el control de los factores climaticos y en esencia a: i)
sanidad de la ubre; ii) higiene del ordefio, iii) manejo de la leche y, iv) calidad de los procesos
al que se someta a la leche antes de llegar al consumidor final (Celis y Juarez, 2009). Esta
multitud de factores que determinan la calidad de la leche cruda, responden esencialmente a
la riqueza en nutrimentos de éste producto, aspecto que hace que la leche cruda sea un
excelente medio de cultivo para la proliferacion de microorganismos; algunos de ellos,
potencialmente patdégenos. Mientras que otros microorganismos son responsables de que la
leche cruda pierda cualidades organolépticas y nutricionales. De aqui que la presencia de
dichos microorganismos son los causantes de que la leche se vuelva un peligro para la salud
publica y para la economia de cualquier pais (Reyes et al., 2011).

Vazquez et al. (2014) advierten que, a pesar de que la leche es sometida a procesos de
pasteurizacion, aplicacion de buenas practicas en el ordefio, almacenamiento, transporte,
manufactura y distribucion, fundamentales para reducir la carga microbiolégica y obtener
productos con mayor vida de anaquel, no siempre se logra este objetivo, principalmente en
la leche cruda proveniente de sistemas de produccion de tipo familiar (Tornadijo et al., 1998).
Por ello, en la actualidad, unos de los retos de los sistemas de produccion bovinos leche de

tipo familiar es producir leche de calidad en términos microbioldgicos, libre de inhibidores
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que ponen en riesgo la salud del consumidor y dificultan los procesos de manufactura
(Arriaga el al., 2013).

El problema para la industria procesadora de leche cruda es que si ésta no tiene control
sanitario, antes, durante y despues del ordefio, se reduce el rendimiento de los subproductos,
se incrementan los costos de produccion y se pone en riesgo la salud del consumidor final.
Asi, por ejemplo, la leche proveniente de vacas con mastitis subclinica reduce su
rendimiento, hasta un 36.6%, al procesarla para la obtencion de queso (Beiza et al., 2007).
Por otro lado, Ochoa (2013), encontrd que la leche cruda provenientes de sistemas familiares
contenia en promedio 162.5x10° UFC ml* para coliformes totales y 129.5x10% UFC ml™* de
mesofilas aerobias. Carrion et al. (2009) reportaron cuentas bacterianas entre 5.01x10° y
7.94x10°% UFC ml para mesofilas y de 1.99x107 a 3.16x10° UFC ml™ de coliformes totales
en leche cruda proveniente de sistemas familiares. Otros estudios reportan cifras similares en
leche cruda proveniente de estos sistemas 1x108 a 1x10° UFC ml™* de mesofilas aerobias y
de 5.01x10° a 8x10% UFC ml* de coliformes totales (Flores et al., 2009). Valores superiores
a los parametros de calidad que indica la norma oficial mexicana; 1x10® UFC ml* para
mesofilas aerobias y 1x10? UFC ml™ para coliformes totales, para que la leche cruda se pueda
considerar como apta para el consumo humano (NMX-F-700-COFOCALEC, 2012).

Bajo las condiciones en las que se mantienen y ordefian a las vacas de los sistemas familiares
no es de sorprenderse por los resultados, citados en el parrafo anterior, de la calidad
bacterioldgica de la leche cruda proveniente de estos sistemas. Por lo que es de esperarse que
los subproductos de este tipo de leche contengan cargas bacterianas que no cumplan con los
estandares de calidad que marcan las normas para poder comercializarse sin el riesgo de

provocar enfermedades al consumidor final.
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2.3. Estandares de la calidad microbiologica de los quesos artesanales

En Meéxico, la fabricacion de quesos representa la actividad mas importante en la industria
lactea, tan solo en el 2007 ocupo el tercer lugar en la industria alimenticia (Esteban et al.,
2012). No obstante, los sistemas de produccion de quesos son heterogéneos, puesto que
participan grandes empresas tanto de capital nacional como transnacional. Ademas, de un
numero no determinado de pequefias queserias de tipo tradicional, las cuales producen hasta
el 68% del total de la produccion nacional (Agudelo, 2013; Lara et al., 2014). Al respecto,
las queserias de tipo artesanal en el pais, actualmente presentan diferentes problematicas; una
de ellas, es el desconocimiento de la calidad de la materia prima (leche), ademés de la
ausencia de buenas préacticas de manufactura (Ochoa, 2013), mismas que originan productos
de pésima calidad y con una vida de anaquel inferior a la de los productos de la industria
formal (Heredia, 2006). Debido a las elevadas cuentas bacterianas que presenta la materia
prima (leche cruda), cuentas que se han encontrado por arriba de los estandares que sefialan
las normas para quesos frescos (Vazquez et al., 2014) y, que se asocian con brotes de
intoxicacion (Delgado y Maurtua, 2003; Gia, 2016).

La NOM-243-SSAI-2005 prohibe la elaboracion, venta y comercializacion de quesos frescos
elaborados a partir de leche cruda sin tratamiento térmico, en el entendido que este, garantiza
lainocuidad del subproducto terminado. Sin embargo, la idiosincrasia del productor artesanal
y los aspectos socioecondmicos prevalecientes en las zonas rurales del pais, no permiten un
cambio radical en la manera de obtener y elaborar productos a partir de la leche cruda,
mismos que, se siguen fabricando y comercializando (Hernandez et al., 2013).

En relacion a la calidad microbiolédgica de los quesos frescos, la NOM-121-SSA1-1994,

establece que los quesos no deben de presentar un valor mayor a 3.98x10° UFC g* de
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mesofilas aerobias y no méas de 1x10? UFC g™ de coliformes totales para ser considerado apto
para el consumo. No obstante, Maldonado et al. (2011) encontraron cargas microbianas de
3.46X10° UFC g* de mesofilas aerobias y 2.39x103 UFC g* de coliformes totales, en queso
fresco derivado de leche cruda sin pasteurizar. Cristébal y Maurtua (2003) evaluaron quesos
frescos artesanales comercializados en mercados locales y encontraron cargas microbianas
de 5.24x10° UFC g de mesdfilas aerobias y 3.98x10> UFC g* de coliformes totales.
Resultados que indican que la calidad microbiol6gica de los quesos frescos artesanales no
cumple con los estandares de la norma oficial: NOM-121-SSA1-1994.

De acuerdo con la funcion socioecondmica de los sistemas de produccion de leche (y sus
subproductos) a escala familiar, es importante investigar e implementar una o varias
tecnologias que permita a dichos sistemas incrementar la calidad microbioldgica de la leche
cruda y su uso, sin tratamiento térmico, para la elaboracion de quesos frescos sin que éstos
pongan en riesgo la salud del consumidor (Herrero y Romero de Avila, 2006; Milena et al.,
2009). Debido a que en el mercado nacional, se prefieren el quesos fresco artesanal por ser
de pasta blanda, poseer un sabor suave y, por su precio: accesibles para las economias de las
familias rurales o de zonas marginadas (Gutiérrez et al., 2007; Melgar, 2009). Sin embargo,
ha crecido la presion para estos sistemas, para que ofrezcan productos inocuos y con
caracteristicas tipicas de aroma y sabor de los quesos genuinos (Quintero, 2010; Tapia, 2013).

2.4. Estandares de calidad microbiolégica del yogurt artesanal

En México, la elaboracion de productos artesanales derivados de la leche cruda sigue siendo
una costumbre, tanto en las comunidades rurales como en las areas periurbanas de las
ciudades, en donde el yogurt es uno de los principales subproductos que se comercializan en

los mercados locales (L6pez, 2011); tan solo en el 2007, el 11%, del total de leche producida,
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fue destinada a la elaboracién de yogurt (SAGARPA, 2010). No obstante, a diferencia del
queso fresco artesanal, en la elaboracion del yogur artesanal se requiere que la leche cruda
reciba un tratamiento térmico de 85 °C por 30 minutos o hasta el punto de ebullicion (Calixto
et al., 1999), para intentar asegurar la disminucion de la carga bacteriana patdgena presente
en este tipo de leche. Sin embargo, este tratamiento no garantiza la inocuidad del producto
terminado (Salcedo et al., 1988).

Otros elementos importantes dentro de la elaboracion del yogurt que inhiben el crecimiento
de bacterias, ademas del tratamiento térmico, es la propia acidez del yogurt; asi como, las
bacteriocinas del cultivo iniciador que inhiben el crecimiento de bacterias patégenas como:
Salmonella sp, Staphylococcus aureus y Escherichia coli, entre otras. Sin embargo, en
yogures artesanales donde la leche no lleva un proceso de pasteurizacion adecuado, ademas
de las malas practicas de elaboracion de dicho producto, algunas bacterias llegan a resistir el
acido lactico (Salcedo et al., 1988; Calixto et al., 1999). En este sentido, Calderdn et al.,
(1999) encontraron que el yogur derivado de leche sin pasteurizar rebasa el limite establecido
de coliformes que marca la NOM-093-SSA1-199: 1x10* UFC ml?! limite méaximo
microbioldgico permisibles para coliformes totales como para mohos y levaduras.

Por su parte, Echeverria (2006) también determin6 que la calidad microbiol6gica del yogurt
artesanal no alcanza los estandares de calidad que marca la norma oficial mexicana, puesto
que encontrd un elevado nimero de UFC mi™ para coliformes (>1x102), valor fuera del limite
méaximo permitido. No obstante, Navas y Arciniegas (2008), Castillo y Escudero (2010)
intentaron mejorar la calidad microbiolégica del yogurt artesanal mediante el uso de
productos bacteriostaticos naturales, sin lograr el objetivo. Puesto que, el yogur artesanal
obtenido en sus investigaciones mostrd cargas bacterianas mayores a 6x10%> UFC ml? de

coliformes totales.
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2.5. Uso de probidticos y probidticos para mejorar la calidad microbioldgica del yogurt
y queso

En la actualidad se han realizado diversos estudios del efecto de cultivos probioticos
(Streptococcus thermophilus, Saccharomyces boulardii, Lactobacillus bulgaricus, entre
otros) sobre la disminucion del crecimiento de bacterias patdgenas entéricas (Staphylococcus
aureus y Salmonella sp, principalmente) en productos lacteos (Ramirez et al., 2011; Zamora
et al., 2012; Maldonado, 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos son controversiales,
por lo que se insiste en aplicar las practicas de manufactura que establece la norma NOM-
251-SSA1-2009; en las cuales se incluye o se hace énfasis en la utilizacion de materias primas
con calidad microbioldgica para la elaboracion de yogurt y queso (Salvatierra, 2004;

Barrantes, 2004).

En relacion a las practicas que establece lanorma NOM-243-SSA1-2010 destaca que la leche
cruda debe de someterse a tratamiento térmico (pasteurizacion lenta 62 °C durante 30 min o
rapida 72 °C durante 15 seg), o cualquier otro método que garantice su inocuidad,
independientemente del uso que se le dé posteriormente. Cabe sefialar que, algunas bacterias
son termo-resistentes entre 60 a 90 °C; otras, pueden resistir hasta 110°C (Micrococcus,
Acinetobacter, Bacillus, Clostridium). Al respecto, Agarwal et al. (2012; citado por Vazquez
et al., 2014), aislaron coliformes, hongos y levaduras en leche pasteurizada e identificaron
Salmonella sp, Shigella sp y Listeria monocytogenes. Por lo cual, se debe de considerar que
aun y cuando la leche se someta a un correcto tratamiento térmico sigue siendo un producto
altamente susceptible de contaminarse por bacterias coliformes fecales y S. aureus,
principalmente (Leite et al., 1997). Aunado a ello, los tratamientos térmicos provocan

disminucion en la calidad nutricional de la leche y sus subproductos, por lo que se deben
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buscar alternativas que disminuyan la carga microbiana patogena sin el decremento de la
calidad nutricional (Duce et al., 2012).

Actualmente, los diversos estudios enfocados a la disminucion de los microorganismos
patdgenos, como la inclusion directa de bacteriocinas (Maldonado y Llanca, 2007) y
perdxido de hidrogeno, no satisfacen a la industria del yogur y queso, puesto que afectan la
disminucion de microorganismos iniciadores no patégenos (FAO, 2005). Por otra parte, la
inclusion, a los productos lacteos, de ingredientes con efecto prebidtico como la fibra, ha
hecho posible trasformar sus caracteristicas fisicas y quimicas, otorgandole caracteristicas de
un alimento funcional (Goncalvez de Oliveira, 2012). Asi, por ejemplo, Simanca et al. (2013)
encontrd que la adicion de 1, 3 y 5% de salvado de trigo influyé de manera favorable en la
aceptacion sensorial del producto, pero evidencié pérdida de calidad fisicoquimicas del
producto.

Otras alternativas evaluadas, incluyen fibra de naranja, platano y calabaza como mejoradores
de la calidad microbiana del yogurt (Jiménez et al., 2008). Sin embargo, no se obtuvo un
coagulo firme debido a que las cuentas de microorganismos fermentadores estuvieron por
debajo de los estandares que marca la norma NMX-F-703-COFOCALEC-2004: las bacterias
lacticas deben estar presentes >1x10” UFC ml™* (PROFECO, 2006). Ante estos resultados, se
debe buscar una alternativa que disminuyan las bacterias patdgenas y que mantenga viables
a las bacterias del tipo probidticos (FAO, 2005).

2.6 Uso del nopal en la calidad microbiologica de la leche cruda y sus subproductos

La organizacion mundial de la salud (OMS) y empresas transnacionales procesadoras de
alimentos, fomentan y centran sus esfuerzos por la utilizacion de compuestos de origen
natural que disminuyan y/o eliminen microorganismos indeseables en alimentos (Vasquez et

al., 2009; Negi, 2012; Yost, 2014; Agudelo et al., 2015). Estos compuestos poseen actividad
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antimicrobiana y pueden ser adicionados a la leche y sus subproductos (Taylor, 2014; Zalan,
2015). Pues su principal funcion es inhibir o inactivar microorganismos patdégenos que ponen
en riesgo la inocuidad del alimento (Gruenwald, 2009; Keenan et al., 2012). Por lo que el
uso de éstas sustancias pude ser una alternativa, en sustitucion de conservadores quimicos y
métodos fisicos que encarecen los costos de produccion (Alaniz et al., 2006; Rodriguez,
2011; David et al., 2013). Ademas, estos aditivos de origen natural son aceptados por los
consumidores (Kim et al., 2011); ejemplo de esto, son las bebidas lacteas adicionadas con
prebidticos que, ademas de otorgar efectos antioxidantes, contribuyen a la inocuidad;
produciéndose asi, alimentos innovadores y funcionales (Belagziz et al., 2013; Prado et al.,
2008).

Davidson et al. (2013), sefialan que un aditivo antimicrobiano de origen natural debe ser
eficaz a bajas concentraciones en su forma natural, econémico, no causar cambios sensoriales
en el alimento, de amplio espectro y no ser toxico para el consumidor. A este respecto, las
plantas son una fuente inagotable de sustancias quimicas para el desarrollo de nuevos aditivos
antimicrobianos (Hammer et al., 1999; Moussa et al., 2016). Dentro de éstas plantas se
encuentra el nopal (Opuntia sp) caracterizado por crecer en regiones aridas y semiaridas
(Reveles et al., 2010). En general, las cactaceas (Opuntia sp) se han utilizado para la
alimentacion humana y animal (Véazquez et al., 2007; Tovar, 2008). Sin embargo, en diversas
investigaciones, se ha observado que el nopal posee propiedades neutracéuticas, anti-
inflamatorias, anti-hiperglucémicas, antioxidantes y antimicrobianas (Halmi et al., 2012;
Juarez et al., 2014; Ortiz et al., 2012).

Respecto a las propiedades antimicrobianas del nopal, Soria (2010), encontr6 que la leche
proveniente de vacas alimentadas con una dieta complementada con nopal presentd 1.9x10?

UFC ml* de coliformes totales en comparacion con 3.31x10° UFC ml de coliformes totales
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encontrado en la leche cruda proveniente de vacas que no consumieron nopal: Este mismo
efecto lo encontraron Ortiz et al. (2012) en la leche cruda derivada de vacas complementadas
con nopal, misma que contenia 3.9x10* UFC ml* de mesdfilas aerobias y de 1.6x10? UFC
ml* para coliformes totales; ambos valores inferiores a los encontrados en leche cruda
proveniente de vacas que no consumieron nopal, como complemento de su dieta; la cual
contenia 5.1x10% UFC ml™! para mesofilas aerobias y 3.16x10° UFC ml? para coliformes
totales. En lo que respecta a la calidad microbiologica del queso fresco artesanal, también se
ha encontrado una reduccion de mesofilas aerobias (3.1x10% UFC g1) y de coliformes totales
(1x10* UFC g1) cundo se utilizd leche cruda derivada de vacas alimentadas con nopal, en
comparacion con las cuentas bacterianas del queso fresco artesanal fabricado a partir de leche
cruda proveniente de vacas que no consumieron nopal: 1x10* UFC g* de mesofilas aerobias

y 1.2x10° CT UFC g de coliformes totales.

Los efectos del nopal como complemento en la dieta de las vacas productoras de leche sobre
la calidad microbioldgica de la leche cruda y el queso fresco artesanal, también se ha
observado cuando el nopal o sus partes se pone en contacto directo con la leche cruda, al
respecto Ortiz et al. (2011) encontraron que la adicion directa de mucilago de nopal,
epidermis de nopal o nopal molido, en concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0%, a la leche cruda
disminuye la carga bacteriana de la misma (P<0.05), en comparacion con la leche cruda sin
adicion de partes de nopal (testigo). No obstante, la adicion de epidermis de nopal o nopal
molido, en concentraciones de 0.5 y 1% (con base a 100 ml de leche) a la leche cruda se
comporté mejor (P<0.05); en lo referente a la disminucion de mesdfilas aerobias y coliformes

totales, en comparacion con el mucilago del nopal.
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Las posibles explicaciones de la reduccién de mesofilas aerobias y coliformes totales en la
leche cruda, por efecto de la complementacion de la dieta de vacas con Opuntia ficus-indica,
giran en torno a los pectin-oligosacaridos presentes en el nopal; mismos que, estimulan el
desarrollo de bifidobacterias que estimulan el sistema inmune del hospedero y en
consecuencia se incrementa la resistencia contra la colonizacion de microorganismos
patogenos (Guevara, 2009). Otra posible explicacion se centra en los compuestos quimicos
tales como fenoles y flavonoides, principalmente. Mismos que se absorben en el intestino,
aunque la biodisponibilidad es menor en rumiantes que en monogastricos, debido a que la
poblacién microbiana del rumen utiliza estos compuestos. Sin embargo, existen compuestos
de origen fenolico (taninos e isoflavonas) que no sufren metabolismo ruminal (Gohlke et al.,
2013; Teixeira et al., 2014; Busanello et al., 2017) y pueden pasar por el higado donde son
metabolizados por glucuronidacion, sulfatacién y en algunos casos, entran al ciclo
enterohepatico. No obstante, la mayoria pasa a torrente sanguineo (Adlercreutz et al., 1985;
Setchell et al., 2003), secretandose en la leche lo que disminuye la carga bacteriana presente
en los canales del pez6n que provocan mastitis subclinica (Campos y Hernandez, 2008;
Escamilla et al., 2009; Florio et al., 2015; Cruz y Lizarado, 2015).

El efecto antimicrobiano del nopal en la leche cruda también se ha observado cuando esta
planta fue adicionada en partes (epidermis, mucilago) o molida a la leche cruda, en
concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0%, respectivamente (Ortiz et al., 2011). La adicion de
epidermis y nopal molido en concentraciones de 0.5 y 1% (en base a 100 ml) a la leche cruda
mejoro la calidad microbioldgica de ésta (P<0.05), puesto que disminuy6 la UFC mi? de
mesofilas aerobias y coliformes totales, en comparacion con el mucilago del nopal y con la
leche cruda sin adicion de partes de nopal (testigo). Estas diferencias antimicrobianas se

pueden explicar a traves de las sustancias 0 metabolitos secundarios (fenoles, alcaloides,
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terpenos, entre otros) presentes en las cactaceas, mismos que son utilizados por la planta para
defenderse contra los microorganismos patogenos o contra los herbivoros o insectos que
pueden causarle dafio; concentrandose estos compuestos en sus cortezas, hojas y tejidos
epidérmicos. (Commenil et al., 1997; Valares, 2011; Vilela et al., 2011).

Para aspectos de reduccion de la carga bacteriana en leche cruda post-contacto directo de las
partes de nopal con la misma, es posible que ésta reduccion se relacione con los mecanismos
de defensa quimica de esta planta, como lo son los metabolitos secundarios (Langenheim,
1994); mismos que son almacenados en vacuolas u organelos y liberados al citoplasma o
espacio extracelular naturalmente. De estos metabolitos secundarios, las fitoalexinas
(flavonoides) podria explicar el efecto bacteriostatico de la epidermis del nopal en contacto
con la leche cruda, puesto que dichos compuestos quimicos son liberados por las cactaceas
ante la presencia de patdgenos o estres abidtico (Glazebrook, 2005; Thatcher et al., 2005;
Wiermer et al., 2005).

Otros compuestos quimicos presentes en los cladodios del nopal y que podrian explicar la
reduccion de UFC ml? de mesofilas aerobias y coliformes totales son, el dcido malico y el
acido citrico, puesto que estos son los principales metabolitos secundarios del metabolismo
del acido crasulaceo (CAM) de las cactaceas (De Andrade et al., 2012). El &cido malico, esta
relacionado con la inhibicién o suspension del crecimiento de varias especies bacterianas en
cactaceas. Su accidn bacteriostatica, parece estar basada, no solo en su poder acidificante,
sino también, en la capacidad para penetrar a través de la pared celular del microorganismo,
reducir el pH del citoplasma, incrementar los gastos energéticos, alterar el equilibrio
osmotico y perjudicar la sintesis de ADN, lo que evita la replicacion de los microorganismos

(Arango, 2010; Sanchez, 2012).
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De acuerdo con los resultados de las investigaciones del efecto del nopal sobre la calidad
microbiolodgica de la leche cruda, se ha observado que la parte mas importante del nopal,
como agente inhibidor de la carga bacteriana de la leche cruda, es la epidermis (Ortiz et al.,
2011). Al respecto, la epidermis juega un papel importante, puesto que dicha estructura
producto de la evolucion de las plantas superiores, tiene como funcion aislar y proteger al
cladodio del medio externo (Bargel et al., 2006; Yeats et al., 2010). Fisiolégicamente la
epidermis y especificamente la cuticula, se encarga de regular: la transpiracion, el balance de
agua (Veraverbeke et al., 2003; Wagner et al., 2003), el intercambio de gases (Kolattukudy,
1996) y, brinda proteccion contra patégenos y dafios mecanicos (Commenil et al., 1997). Sin
embargo, la resistencia que ofrece la epidermis a la penetracién de microorganismos no
dependen especificamente de su grosor, sino mas bien, de los cambios de la estructura
cuticular (Knoche et al., 2004), de la variacion de sus componentes (principalmente lipidos
solubles cuticulares) y las proporciones en que éstos se encuentran (Verardo et al., 2003;
Schreiber, 2005).

En cuanto a los compuestos metabolicos secundarios, especificamente de nopal (O. ficus-
indica), se han evaluado diferentes extractos de esta planta y se ha evidenciado que poseen
actividad antimicrobiana frente a bacterias patdgenas (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Salmonella sp, Escherichia coli O157:
H7, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, entre otros) y en algunos casos éste efecto
perdura hasta por diez semanas. Ademas, no se afecta dicha actividad en presencia de sales
o0 iones metéalicos (Kim et al., 2002; Mokbel and Suganuma, 2006; Castillo et al., 2013; Lee
y Rho 2012; Lou et al., 2012; Umar et al., 2013; Chougui et al., 2015). Estos extractos se

han caracterizado por contener acidos fendlicos, flavonoides, carotenos, fitoesteroles y
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clorofila (Livrea y Tesoriere 2006; Guevara et al., 2010; Medina et al., 2011; Chougui et al.,
2013).

Otros estudios han documentado la presencia de moléculas organicas en cladodio de O. ficus-
indica: acido galico, acido p-coumérico 3,4-dihidroxibenzoico, &cido feralico, acido
salicilico, isoquercetina, Isorhamnetin-3-O glucoside, nicotiflorin, rutina y narcissin (Valente
et al., 2010; Bensadon et al., 2010; Guevara et al., 2010; Mostafa et al., 2014). De estos
compuestos, Sanchez (2012) sefiala que el acido p-coumérico puede ser el principal
compuesto que afecta la permeabilidad de la membrana celular de Vibrio cholerae y
Clostridium perfringens, lo que provoca la pérdida de componentes celulares como iones
(K+y Ca+), &cido nucleico, aminoéacidos, entre otros (Ultee et al., 1999; Lambert et al., 2001
Cox et al., 2012). Ademas de provocar cambios en el pH citoplasmatico y la disminucién
del ATP celular, en su conjunto resultando en la actividad antimicrobiana (Duran et al.,

1997).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En México, la seguridad alimentaria y la inocuidad de los alimentos deben ser conceptos
clave para todo sistema que produzca leche cruda o subproductos lacteos, pero sobre todo,
para los sistemas de produccién de leche de bovinos a escala familiar, quienes ofertan
subproductos lacteos no pasteurizados como el yogurt y queso fresco, con la posibilidad de
contener altas cargas bacterianas y poner en riesgo la salud del consumidor. Sin embargo, la
baja eficiencia productiva de los sistemas productores de leche a escala familiar (9 kg de
leche vaca® d!) genera ganancias diarias que limitan cubrir las necesidades basicas de los
productores y el de sus familias, lo que imposibilita que inviertan en infraestructura
tecnoldgica para la salud de la ubre de sus vacas y en los procesos de conservacion de la
leche o de la elaboracion de productos lacteos, como seria el caso del queso fresco artesanal
y del yogurt artesanal. De aqui, la importancia de encontrar, evaluar y transferir una
tecnologia que permita continuar con la produccion y venta de leche y sus subproductos de
los sistemas de produccion a escala familiar, sin poner en riesgo la salud del consumidor. Se
ha establecido que el contacto directo de nopal (O. ficus-indica) con leche cruda disminuye
las cargas bacterianas de mesofilas aerobias y coliformes totales de éste producto, por lo que
se debe investigar si éste efecto se mantiene durante el proceso de elaboracion vy
almacenamiento del queso fresco artesanal y del yogur artesanal, derivados de leche cruda

previo contacto directo con epidermis de cladodio de nopal.
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4. HIPOTESIS

El consumo de cladodios de nopal por parte de vacas Holstein bajo confinamiento total o el
contacto directo de epidermis de nopal (O. ficus-indica) con la leche cruda (durante dos
horas) disminuye la carga (UFC) de microrganismos patogenos (coliformes totales,
Escherichia Coli, Staphylococcus aureus) presentes en la leche, efecto que perdura durante
la elaboracién y almacenamiento del queso fresco artesanal y yogurt artesanal, puesto que el
nopal pose metabolitos secundarios capaces de inhibir el crecimiento de dichos

microrganismos.
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5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de una dieta para vacas Holstein en confinamiento total complementada
con nopal (O. ficus-indica) y el efecto de la adicion directa de epidermis de nopal (O. ficus-
indica) deshidratada y fresca a la leche cruda sobre la calidad microbiolégica del queso fresco
y yogurt artesanal.
5.1 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de O. ficus-indica como complemento de la dieta de vacas
Holstein bajo condiciones de confinamiento total y en época de lluvias sobre la
produccién y calidad bacterioldgica de leche cruda.

2. Evaluar la calidad bacterioldgica del queso fresco artesanal elaborado a partir de leche
cruda proveniente de vacas Holstein alimentadas con una dieta complementada con
12 kg de nopal vaca dia* y bajo confinamiento total y en época de lluvia.

3. Establecer la calidad bacterioldgica del yogurt artesanal elaborado a partir de leche
cruda proveniente de vacas Holstein alimentadas con una dieta complementada con
12 kg de nopal vaca dia* y bajo confinamiento total y en época de lluvia.

4. Determinar el efecto del contacto directo de la epidermis de O. ficus-indica fresca o
deshidratada con la materia prima (leche cruda) para la elaboracién del queso fresco
artesanal sobre la calidad bacteriolégica de éste durante su elaboracion y
almacenamiento.

5. Evaluar el efecto del contacto directo de la epidermis de O. ficus-indica fresca o
deshidratada con la materia prima (leche cruda) para la elaboracion del yogurt
artesanal sobre la calidad bacteriolégica de éste durante su elaboracion y

almacenamiento.
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6. Materiales y métodos
Para el logro de los objetivos planteados en el presente trabajo de investigacion y para fines
de este apartado, la fase experimental fue disefiada por etapas, las cuales se describen a

continuacion.

6.1 Primera etapa: Determinacion del efecto del nopal (O. ficus-indica) en la dieta de vacas
Holstein bajo confinamiento total sobre la produccion y calidad bacteriol6gica de la

leche cruda y sus subproductos (queso fresco artesanal y yogurt artesanal)

En ésta etapa se seleccionaron al azar 14 vacas Holstein entre 2 y 4 partos, con 172+104 dias
de lactancia y una produccion promedio de 20.1+ 5.7 litros vaca®. Los animales pertenecian
al sector de bovinos productores de leche de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). La cual se
ubica en el kilometro 9.5 de la carretera Morelia-Zinapécuaro del municipio de Tarimbaro,
Michoacan, México. En las coordenadas 19°48” de latitud norte y 101°10° de longitud oeste,
a una altura de 1,960 msnm, con temperatura media anual de 17.7 °C y precipitacion pluvial
de 786 mm al afio (INEGI, 2012).

Con las 14 vacas se formaron dos grupos: Grupo 1 (n=7), grupo de vacas seleccionadas al
azar, las cuales recibieron una dieta convencional (Tabla 1) durante toda la fase experimental
y, Grupo 2 (n=7), grupo de vacas alimentadas con una dieta complementada con 12 kg de
nopal (Opuntia ficus-indica) dia™® vaca™ (Tabla 1). Ademas, este grupo fue sometido a una
semana de adaptacion de la dieta antes de iniciar con la fase de monitoreo y registro de las

variables a evaluar.
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Tabla 1. Dietas suministradas a las vacas Holstein bajo confinamiento total durante la fase
experimental de cuerdo al grupo
Dieta convencional ofrecida a las vacas Holstein (Grupo 1)

Ingrediente MS (Kg)  MS (%) PC (%) EM/Mcal Fresco (Kg)
Concentrado 90 12.03 2.61 1.5
Avena 92 6.01 2.16 10.02
Alfalfa 25.3 17.53 2.55 30
Total (Kg) 18.2 43.83 3.869* 1.92 41.52
Dieta suplementada con nopal ofrecida a las vacas Holstein (Grupo 2)

Concentrado 90 12.03 2.61 1.5
Nopal 8.7 5.72 2.55 12
Alfalfa 25.3 17.53 2.55 30
Total (Kg) 18.2 41.83 3.869* 1.92 43.5

*Equivalente al 18% de proteina cruda

El nopal (12 kg dia*vaca?) se ofreci6 al Grupo 2 en forma fresca (< 7 dias de haberse
cosechado) y en trozos de 3 cm? aproximadamente. Los cladodios de nopal fueron
recolectados de la parcela donde se cultiva O. ficus-indica, perteneciente a la unidad
experimental “CRUCO” campus Universidad Auténoma de Chapingo (UACH), ubicado en
Morelia, Michoacan, México, en las coordenadas 19°41'12.1"Norte 101°14'17.5"Oeste;
cuyas condiciones climaticas son: clima templado sub-himedo, temperatura media anual
entre 12°C y 18°C, precipitacion de 786 milimetros promedio anual; lluvias en invierno de 4
a 5 milimetros (INEGI, 2010).

El periodo experimental fue de 22 dias post-adaptacion a la dieta del G2, en el cual se midi6
en ambos grupos: produccion de leche (kg) vaca™ dia™ y calidad bacterioldgica de: la leche
cruda grupo®, queso fresco artesanal grupo™ (a las 0, 12, 24 y 48 h post-elaboracion) y yogurt
artesanal grupo™ (a las 0, 12, 24, 48 y 120 h post-elaboracion); ambos subproductos lacteos,
elaborados a partir de la leche de los grupos monitoreados. Tanto el QFA como el yogurt

artesanal fueron elaborados en el taller de lacteos de la FMVZ-UMSNH vy los anélisis
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bacterioldgicos, incluidos los de la leche cruda, se realizaron en el Centro Multidisciplinarios
en Estudios de Biotecnologia (CMEB) de la FMVZ-UMSNH.

Para la determinacion de la calidad bacterioldgica de la leche cruda, de cada grupo (Grupo 1
y Grupo 2), se utilizaron tres muestras dia™ de leche cruda (100 ml c/u), obtenidas después
de homogenizar la produccion total de la leche producida en la ordefia de la mafiana (5:00 h)
por cada grupo. Las muestras fueron recolectadas, codificadas y transportadas en vasos
estériles con tapa de rosca mismas que fueron almacenadas a 4°C mientras se procesaban,
ello de acuerdo a la norma oficial mexicana (NOM) 109-SSA1-1994.

Para la elaboracion del queso fresco artesanal (QFA), se utilizaron 20 kg de leche cruda (LC)
producida por cada grupo (Grupo 1 y Grupo 2) durante la ordefia de la mafiana (5:00 h). La
elaboracion del QFA se realizd de acuerdo al método utilizado por los productores de éste
tipo de queso. El proceso comenzé con el tratamiento de calor a la LC grupo™ hasta que ésta
alcanzo 33 °C; una vez que la LC grupo™ alcanz6 dicha temperatura, se le adicioné cuajo
liquido esterilizado (Cuamix™R) a una relacion de 1:0.001 L; una vez homogenizado el cuajo
en la LC grupo, se dejo en reposo la leche durante 50 min; tiempo en el cual se produjo la
precipitacion de caseinas (cuajada); obtenida la cuajada, se prosiguié a cortar cada cuajada
de la LC grupo* en cubos de aproximadamente de 1 cm?y se dejaron madurar por 30 min;
posterior a la maduracién de las cuajadas, cada cuajada se coloco en una bolsa de manta,
previamente esterilizada, para proceder con el prensado o desuerado manual de cada cuajada
hasta obtener una pasta semi-sélida; inmediatamente después de la obtencion de la pasta, se
incorporo el 2.5% de sal (NaCl), porcentaje establecido con base a los kilogramos de cuajada
desuerada obtenida de cada grupo (Grupo 1 y Grupo 2); después de la incorporacion y

homogenizacion del NaCl en la cuajada grupo™, ésta se prenso en moldes de 200 gr, lo cual
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generd un total de 10 muestras grupo™ de QFA; finalmente, las muestras fueron almacenas y
conservadas a 4 °C hasta que estas se sometieron al analisis bacterioldgico.

En relacion al proceso de la elaboracion del yogurt artesanal, éste se elaboré a partir de LC
producida por las vacas de los grupos analizados (Grupo 1 y Grupo 2). Se utilizaron tres kg
de LC grupo™, la cual se obtuvo del ordefio de la mafiana (5:00 am). De dicha cantidad se
tomaron tres muestras de 100 ml de LC grupo™ para determinar su calidad bacteriol6gica,
ello de acuerdo con la NOM-109-SSA1-1994. El resto de la LC grupo™ se sometio al proceso
para producir yogur artesanal y, para ello, se inici6 calentando la LC hasta que alcanzé 45 °C
e inmediatamente inocular la LC grupo™ con Lactobacillus delbrueckii subsp®, bulgaricus®
y Streptococcus thermophilus® especificos para la elaboracion de yogurt (YO-MIX™ 401
LYO 50DCU DANISCO). Una vez homogenizada la LC grupo™ con los in6culos descritos
se procedio a dividir la LC en muestras (n=15 grupo-1) de 150g c/u para proceder a la
incubacion, misma que se realizo a 45 °C por 7 h; transcurrido ése tiempo, las muestras se
almacenaron y se conservaron a 4 °C hasta proceder a su analisis bacteriologico.

El andlisis bacterioldgico de la LC grupo™ semana™y el QFA elaborado grupo™ semana™ de
la fase experimental (21 dias) consistio en la determinacion de las unidades formadoras de
colonia (UFC g?') de mesodfilas aerobias, coliformes totales, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a las 0, 12, 24 y 48 h post-elaboracion del QFA grupo semana™. Para el
caso del yogur artesanal grupo* semana! se determin6 tinicamente las UFC ml™ de mesofilas
aerobias y coliformes totales a las 0, 12, 24, 48 y 120 h post-elaboracion.

La informacion recabada durante la fase experimental fue analizada a través de la
metodologia de mediciones repetidas utilizando para ello los modelos de efectos fijos;

mediante los siguientes modelos:
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Yijk= M + Gi + Sj + (G*S)jj + €ijk
Donde:
Yijk = produccion de leche (kg)
p= Promedio general
Gi =Efecto del iesimo Grupo, con i = Grupo 1y Grupo 2
S;j = Efecto del jesima Semana, con j =1, 2 y 3 semanas

(G*S);j = Efecto de la interaccion del iesimoGrupo™ jesimaSemana

€ijk = Error aleatorio asociado a cada observacion (~NID=0, c%).

Yijky = 1 + Gi + Sj + Hk + (G*S)jj + (H*G)ki + (G*S*H)ijk +€ijui
Donde:

Yijk = calidad bacteriologica (UFC de mesofilas aerobias, coliformes totales, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli) de LC, QFA y yogurt artesanal

p = Promedio general

Gi =Efecto del iesimo Grupo, con i = Grupo 1y Grupo 2

Sj = Efecto del jesima Semana, con j = 1, 2 y 3 semanas

Hx = Efecto del kesima Hora, con « = 0, 12, 24 y 48 h (QFA), con k =0, 12, 24, 48 y 120 h

(yogurt)

(G*S)ij = Efecto de la interaccion del iesimoGrupo* jesimaSemana

(Hk*G); = Efecto de la interaccion del KesimaHora* iesimoGrupo

(G*S*H);jk = Efecto de la triple interaccion del iesimoGrupo*jesimoSemana*KesimaHora

€ijx = Error aleatorio asociado a cada observacion (~NID=0, ¢%).

Las diferencias entre grupos se obtuvieron mediante el método de medias de minimos
cuadrados (LsMeans, siglas en inglés) con prueba de t a un o= 0.05 (Littell et al., 2002; Littell

et al., 2006).
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6.2 Segunda etapa: Evaluacion de la adicion directa de epidermis de O. ficus-indica (fresca
y deshidratada) y extractos etanolicos de O. ficus-indicay O. atropes a la materia prima
(leche cruda) para la elaboracion de subproductos lacteos sobre la calidad
bacterioldgica del queso fresco artesanal y del yogur artesanal.

La investigacion se realizo en el laboratorio de bromatologia de la Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez”-UMSNH, ubicada en el municipio de Uruapan, Michoacan, México. La
leche cruda se obtuvo del sector de bovinos productores de leche, perteneciente al Rancho
Experimental de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”’-UMSNH; cuyas
caracteristicas fisiograficas son: Latitud Norte: 19° 25” 10™"; Longitud Oeste: 102° 03° 30”;
altitud sobre el nivel del mar: 1620 m, con temperatura media de 20° C y precipitacién media
anual de 1100 mm, con climas calido sub- himedo, semi-célido y templado himedo (INEGI,
2010).

La epidermis de nopal (O. ficus-indica y O. atropes) se obtuvo de cladodios colectados en la
parcela de la unidad experimental “CRUCO” campus Universidad Auténoma de Chapingo
(UACH). La seleccién de los cladodios se llevd a cabo antes del corte, en funcion de su
tamafio (> 30 cm de largo) y aspecto (libres de dafio), tomando la clasificacion establecida
por la norma mexicana (NMX-FF-068-SCFI-2006).

Los cladodios se lavaron con agua corriente y se desinfectaron con una solucion al 2% de
NaClO por 5 min y para asegurar que en los cladodios no quedaran restos de NaClO, éstos
se enjuagaron cinco veces con agua des-ionizada esterilizada. Inmediatamente después de
haberse enjuagado se procedio a retirar la epidermis (cuticula, epidermis, colénquima y
parénquima) de cada cladodio con un pelador® (ekco modelo 1045559), previamente
desinfectado. ElI 50 % del total de epidermis obtenida de los cladodios se utiliz6 como

epidermis fresca (ENgr) y el 50 % restante fue utilizada para la obtencion de la epidermis
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deshidratada (ENgs), mediante el proceso de desecacion a 40 °C, ello se realizo con un horno
de secado durante 68 h.

En relacion a los extractos polares de O. ficus-indica y O. atropes, estos se obtuvieron a partir
de la ENgs variedad*, misma que fue molida en un mortero de porcelana hasta obtener ENgs
variedad*en polvo. Posteriormente, la extraccion se realizo por el método de maceracion (25
g muestral) con etanol (400 mL a 50%) por 5 h. Antes de la extraccion las muestras fueron
desengrasadas por maceracion con hexano (200 ml) durante 2 hy, se calculo el rendimiento
de extractos polares totales de ENgs variedad™: total de compuestos extraidos con etanol,
entre ellos polifenoles. Los polifenoles totales (PT) se obtuvieron por medio de la diferencia
del peso constante de 5 ml de cada extracto (con tres repeticiones) antes y después del
deshidratado (Tabla 2).

Tabla 2. Rendimiento y concentracion de los extractos polares y polifenoles
totales.

200 ml de extractos concentrados
hasta 45 ml
Extracto polar  Polifenoles Extracto polar ~ Polifenoles
Muestra total mgml*  Totalesmgml®  total mg ml* Totales mg ml-
1

Extractos etandlicos (50%)

Eori 15.64 0.041 69.52 0.182
Eoa 170.91 0.007 759.59 0.031

La concentracion de PT de los extractos etanolicos (Tabla 2), se determind como g
equivalentes a acido galico (EAG) ml?, para ello se prepar6 una recta de acido galico con
diferentes concentraciones (20 a 150 pg ml™?). El calculo de la concentracion de PT (ug EAG
ml?) en extractos etandlicos (8 repeticiones), con promedios de absorbancia (nm) de las
diferentes concentraciones de la recta, se obtuvieron a través de los estimadores de la
regresion lineal Bo (-1.17423161) y B1 (55.03054604). Por altimo, los 200 ml de cada extracto

fueron concentrados en 45 ml (Tabla 2).
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Para la evaluacion del efecto de la adicion directa de epidermis de O. ficus-indica (ENgr y
ENgs) y de extractos etanélicos de O. ficus-indica (Eori) y O. atropes (Eoa) a la LC sobre la
calidad bacterioldgica del QFA, se emplearon 28 kg de LC previo a la elaboracion QFA. El
total de la LC se fracciono en seis partes, ello de acuerdo al disefio experimental (Tabla 3):

Tabla 3. Disefio experimental para la determinacion del efecto de la adicion de epidermis de
nopal (O. ficus-indica) y de extractos etandlicos (O. ficus-indica y O. atropes) a la leche

cruda (LC) sobre la calidad bacteriologica de la misma.
Composicion del tratamiento

LC (kg) Adicion kg* de leche
Tratamiento 1 o Testigo 5.6 0.0 de epidermis (g) o extracto (ml)
Tratamiento 2 5.6 22.7 g de ENgs
Tratamiento 3 5.6 12.0 g de ENgF
Tratamiento 4 5.6 31.5 ml de extracto O. ficus-indica
Tratamiento 5 5.6 31.5 ml de extracto O. atropes

ENgs=Epidermis de nopal deshidratada; ENgr= Epidermis de nopal fresca.

Las cantidades de ENgr 0 de ENgs tratamiento™ se igualaron a 4.1 g de materia seca (MS)
kg? de leche tomando como referencia que la ENgs contenia 79.68 % de humedad. La
concentracion de extracto O. ficus-indica o de O. atropes se muestran en la Tabla 2.

Antes de la adicion de los tratamientos a la LC, ésta se homogenizé para obtener las muestras
(n=3 100 ml c/u) para su analisis bacteriologico (referencia bacteriol6gica antes de la adicion
de los tratamientos). Obtenidas las muestras, la LC se fracciond y a cada fraccion se le
adicion0 el tratamiento establecido. Para el caso de los tratamientos con epidermis de nopal
(ENBs y ENBs), esta se mantuvo en contacto directo con la LC durante un lapso de 2 h,
posteriormente se retird la epidermis de nopal de LC. No obstante, todos los tratamientos se
mantuvieron en constante agitacion (89 RPM) por un lapso de 2 h antes de iniciar con el
proceso de la elaboracidn del QFA. Trascurridas la 2 h, se procedié a tomar muestras de cada
tratamiento para su analisis microbiologico y se procedid con la elaboracion del QFA

tratamiento™.
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El QFA se proceso de acuerdo con el método utilizado por los productores, descrito en los
parrafos anteriores. Este proceso de elaboracion produjo 646 + 35g de QFA tratamiento™ de
los cuales se utilizaron 200 g tratamiento™; mismas que se conservaron a 4 °C hasta su
andlisis bacterioldgico del QFA tratamiento™; el cual consisti6 en la determinacion de UFC
g para bacterias mesdfilas aerobias y coliformes totales, durante el monitoreo a 0, 12, 24,
48 y 120 h post-elaboracion del QFA.

En lo que respecta a la evaluacién del efecto de la adicion directa de epidermis de O. ficus-
indica (ENgr Yy ENgs) a la LC sobre la calidad bacterioldgica del yogur artesanal, en este
disefio experimental se utilizaron 6.8 kg de LC para la conformacion de tres tratamientos:
Tratamiento 1 o testigo = 2.2 de LC sin epidermis de nopal, Tratamiento 2 = LC+7.62 g de
ENBgs y Tratamiento 3 = LC+44 g de ENgr. La cantidad de ENgs y ENgr se calcul6 con base
a la materia seca (MS) Tratamiento™, la cual fue de 17.3 % de MS.

Antes de la adicion de los tratamientos a la LC, ésta se homogenizé para obtener las muestras
de referencia bacterioldgica antes de la adicion de los tratamientos. Obtenidas las muestras,
la LC se fraccioné y a cada fraccion se le adiciond el tratamiento establecido. La epidermis
de nopal (ENss y ENgs) se mantuvo en contacto directo con la LC durante un lapso de 2 h.
Sin embargo, los tres tratamientos se mantuvieron en constante agitacion (89 RPM) por un
lapso de 2 h antes de iniciar con el proceso de la elaboracién del yogurt. Trascurridas la 2 h,
se procedié a tomar muestras de cada tratamiento para su analisis microbiolégico y se
procedio con la elaboracion del yogurt artesanal tratamiento™®, mismo que ya fue descrito en
parrafos anteriores. Dicho proceso produjo 14 muestras de 150 g ¢/u tratamiento™®, mismas
que se conservaron a 4 °C hasta su analisis bacterioldgico del yogurt tratamiento™; el cual
consistié en la determinacion de UFC g para bacterias mesdfilas aerobias y coliformes

totales, durante el monitoreo a 0, 12, 24, 48 y 120 h post-elaboracion del yogurt.

35



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

Para la realizacion de los andlisis bacteriologicos para LC de cada etapa, asi como de cada
sub-producto elaborado (QFA y yogurt artesanal), se utilizé la metodologia propuesta por la
NOM-110-SSA1-1994, la cual establece el procedimiento para la preparacion de las muestras
y las diluciones para el analisis microbioldgico de productos alimenticios. Para el analisis
bacteriolégico de LC se utilizaron, de cada repeticion, 1 ml; dicha cantidad se homogenizé
con 9 ml de agua peptonada, dilucion que constituy6 en 10 y, a partir de ésta, se realizaron
las diluciones necesarias (1 ml de muestra + 9 ml de Agua peptonada).

Para la determinacion y conteo de las unidades formadoras de colonias para coliformes
totales se utilizé Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV) conforme al método establecido en la
NOM-113-SSA1-1994, para mesofilas aerobias se utilizd Agar Triptona-Extracto de
Levadura (Agar para métodos estandar) conforme al método establecido en la NOM-092-
SSA1-1994, para la determinacion del nimero de Staphylococcus aureus se utilizd Agar Sal
y Manitol de acuerdo a la metodologia establecida en NOM-115-SSA1-1994 y para la
determinacion de Escherichia coli se utiliz6 agar eosina azul de metileno conforme al método
establecido en el proyecto de norma NOM-210-SSA1-2014.

El analisis estadistico de la informacion recabada del QFA y el yogur artesanal se realizé a
través de la metodologia de mediciones repetidas utilizando para ello los modelos de efectos

fijos; mediante los siguientes modelos (Littell et al., 2002; Littell et al., 2006):

Yije= [+ Gi + Hj + (G*H)ij + €
Donde:
Yijk = UFC de coliformes totales, UFC de mesdfilas aerobias en LC antes y después de la
adicion de la epidermis de nopal; UFC de coliformes totales, UFC de mesofilas

aerobias en QFA y yogurt artesanal
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p= Promedio general
Ti =Efecto del iesimo Tratamiento, coni=1, 2, 3,4y 5 (en QFA) 0 1, 2 y 3 (en yogurt)
H;j = Efecto del jesimaHora, con j=-2", 0%, 12, 24 48, 72,96y 120 h

(T*H);; = Efecto de la interaccion del iesimo Tratamiento*jesimaHora

€ijk = Error aleatorio asociado a cada observacion (~NID=0, c%).

Nota: *= antes de la adicion del tratamiento; = culminacion del
contacto del tratamiento con la LC e inicio del proceso del

subproducto lacteo
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7. RESULTADOS

Los resultados de la presente investigacion se abordaran por etapas, ello de acuerdo con la
metodologia establecida en el apartado de materiales y métodos, descritos en el presente
trabajo.

7.1 Primera etapa: Efecto del nopal (O. ficus-indica) en la dieta de vacas Holstein bajo
confinamiento total sobre la produccién y calidad bacterioldgica de la leche

cruda y sus subproductos (queso fresco artesanal y yogurt artesanal)

Produccion de la leche de vacas Holstein alimentadas con una dieta complementada con
nopal: Se encontro efecto de grupo (P=0.0006), interaccién grupo*semana (P=0.0211) y de
la covariable dias de lactancia (P=0.0003). Al respecto, se observé que la produccion de leche
en ambos grupos analizados fue similar (P<0.05) en la 1% semana de la fase experimental
(semana de adaptacion a la dieta de nopal). Pero, a partir de la 22 semana se encontrd que, el
grupo 2 (vacas que consumieron nopal) present6 un incremento de 3.2 kg de leche vaca™ dia
1 (P<0.05), en comparacion con el grupo 1 (Figura 1). No obstante, conforme transcurrieron
las semanas de la fase experimental, la produccion de leche disminuy6 en ambos grupos. Sin
embargo, dicha produccion fue mayor en el grupo 2 (P<0.05) durante las semanas evaluadas

(Figura 1).

De acuerdo con la figura 1, se puede observar que, conforme se incrementaron las semanas
de monitoreo, la produccion de leche de ambos grupos disminuyd (P<0.05). Pero, la
estimacion lineal permitio predecir el comportamiento de la produccion de leche de vacas
alimentadas con una dieta complementada con 12 kg de O. ficus-indica en BF dia™* vaca™

(Grupo 2) y de vacas alimentadas convencionalmente, como lo fue el Grupo 1 (Figura 2).
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Figura 1. Medias de minimos cuadrados de produccion de leche (kg) de vacas
Holstein bajo confinamiento total y alimentadas con una dieta
complementada con 12 kg de nopal (O. ficus-indica) en base fresca
dia vaca™

En este sentido, se encontrd que las vacas con 170 dias o més de lactancia alimentadas con

una dieta convencional (sin inclusién de nopal) la produccion de leche decrece en 0.048 kg

dia (P<0.001), mientras que las vacas alimentadas con una dieta complementada con nopal,

su produccion decrece en 0.015 kg de leche dia (P<0.001). Asi, éstas vacas (Grupo 2),

produciran 15.9 kg de leche vaca™ en el dia 275 de lactacion, en comparacion con 12.9 kg de

leche vaca® de las vacas del Grupo 1. Resultados estos, obtenidos de acuerdo a los

estimadores de la regresion lineal (Bo y 1) para cada grupo: Po=25.8 y p1=-0.048 (P<0.001)

para el Grupo 1 y Bo=20.0 y B1=-0.015 (P<0.001) para el Grupo 2 (Figura 2).
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Figura 2. Estimacion lineal de la produccion de leche (kg) de vacas Holstein bajo

confinamiento total y alimentadas con una dieta complementada con 12
kg de nopal (O. ficus-indica) en base fresca dia* vaca™

Calidad bacterioldgica de la leche cruda proveniente de vacas Holstein alimentadas con una

dieta complementada con nopal. Se encontr6 que, el grupo, semana y la interaccion

grupo*semana afectaron al nimero de unidades formadoras de colonia (UFC ml™?) de las

bacterias mesdfilas aerobias (BMA), coliformes totales (CT) y Escherichia coli (E. coli) en

leche cruda. Sin embargo, para E. Coli la interaccion grupo*semana no afecto las UFC ml™*

(Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de efectos fijos para UFC ml de bacterias en leche cruda.

Mesofilas aerobias Coliformes Totales Escherichia Coli
FdeV Gl F Pr>F Gl F Pr>F Gl F Pr>F
Grupo 1 12.24 0.001 1 6.72 0.01 1 5.48 0.02

Grupo*Semana 8 2.17 003 8 2.21 0.03 8 159 0.14
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En lo referente al efecto de grupo sobre el contenido de UFC mi de dichas bacterias, la leche
cruda proveniente de vacas del Grupo 2 presentdé menor contenido de UFC mi de BMA, CT
y E. coli (P<0.05), en comparacion con la carga bacteriana (UFC ml™) de la leche proveniente
de vacas del Grupo 1 (Tabal 5). Asi, por ejemplo, se encontraron 5.0 (Logio) 0 100x10° UFC
ml* de E. coli en leche de vacas del Grupo 1 vs 4.7 (Logio) 0 50x10° UFC ml* en leche de

vacas del Grupo 2 (Tabla 5).

Tabla 5. Medias de minimos cuadrados para bacterias (UFC ml?) en leche cruda de acuerdo
al grupo.

Grupo 1 Grupo 2
Bacteria Promedio (Logz1o) + Promedio (Log10) +
Mesofilas aerobias 5.52 0.08 5.0° 0.08
Coliformes Totales 4.5 0.07 4.3° 0.07
Escherichia Coli 5.0 0.09 4.7° 0.09

+= Error Estandar
Literales * ® indican diferencias (P<0.05) dentro de fila

En relacion a los resultados bacterioldgicos de la leche cruda de acuerdo a la interaccion
grupo*semana, se observd que, tanto en la semana de adaptacion como en la 12 semana post-
adaptacion a la dieta de nopal, las UFC ml promedio de BMA, CT y E. coli fueron iguales
(P<0.05) en ambos grupos evaluados (Tabla 6). No obstante, en la 32 semana, las UFC ml*
de las diferentes bacterias analizadas se incrementaron en ambos grupos. Sin embargo, en
dicha semana se observo en la leche proveniente del Grupo 2 menor nimero de UFC ml de
BMA, CT y E. coli (P<0.05), ello en comparacion con la carga bacteriana (UFC ml?) de la

leche proveniente del Grupo 1 (Tabla 6).
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Tabla 6. Medias de minimos cuadrados para cuentas bacterianas (UFC Logio mI™) en leche
cruda de vacas Holstein de acuerdo al grupo.
Mesdfilas aerobias Coliformes totales E. Coli
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Promedio  Promedio  Promedio Promedio Promedio Promedio

Semana (Logio) + (Logio) + (Logo) (Logo) (Logo) £ (Logio) +
Adaptacion 5.1631+0.25 5.1231+0.25 4.473+0.21 4.51+0.21 4.717+0.23 4.68%+0.23
1 5.1281+0.25 4.9731+0.25 4.558+0.21 4.48%+0.21 4.947+0.23 4.71¥+0.23
2 5.4%+0.15 4.97°%+0.14 4.42*+0.12 3.94"240.12 4.81*+0.13 4.43%+0.23
3 5.87"1+0.15 5.24°2+0.14 4.87°+0.12 4.41"2+0.12 5.28"'+0.13 4.78%+0.13

+= Error Estandar
Literales  ® indican diferencias (P<0.05) dentro de columna
Numerales *? indican diferencias (P<0.05) dentro de fila/bacteria

Respecto a la carga bacteriana (UFC ml?) de Staphylococcus aureus (S. aureus), solo se
detecto esta bacteria en la leche cruda producida en la semana 2 y 3 post-adaptacion a las
dietas (0.0 y 12 kg de nopal vaca™* dia™*) en ambos grupos analizados (Tabla 7). No obstante,
las UFC ml™* grupo™ en dichas semanas fueron iguales entre si (P>0.05): 3.5 (Log10) +0.16
0 3.2x10% y 3.1 (Logio) +0.21 0 1.4x10% UFC ml de S. aureus para el Grupo 1y Grupo 2,
respectivamente. Sin embargo, la diferencia entre grupos fue de -1.8x10° UFC ml™* para el

grupo de vacas que consumieron nopal (Grupo 2), como parte de su dieta (Tabla 7).

Tabla 7. Medias de minimos cuadrados para UFC ml? de Staphylococcus aureus en leche
cruda producida por vacas Holstein bajo confinamiento total de acuerdo al grupo.

Grupo Promedio (Logio) +  Semana  Promedio (Logio) *
2 3.4%40.21
a4
Grupo 1 (0 kg de nopal) 3.5%£0.16 3 3.5°+0.24
2 3.12+0.29
a,
Grupo 2 (12 kg de nopal) 3.1%#0.21 3 3.1°40.29

+= Error Estandar
Literales  ® indican diferencias (P<0.05) dentro de columna
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Calidad bacterioldgica de queso fresco artesanal elaborado a partir de leche cruda
proveniente de vacas alimentadas con nopal. Se encontro, efecto de grupo, interaccion
grupo*semana, grupo*hora de monitoreo y de la triple interaccién grupo*semana*hora de
monitoreo, sobre las unidades formadoras de colonia (UFC g Logio) del queso fresco
artesanal (QFA) para BMA, CT, E. coli y S. aureos. Con respecto a S. aureus, el grupo no
afectd a las UFC g* (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de efectos fijos para UFC ml de bacterias en queso fresco artesanal

Mesofilas Coliformes Escherichia Staphylococcus

aerobias Totales coli Aureus
FdeV Gl F Pr>F GI F Pr>F GI F Pr>F GL F Pr>F
Grupo 1 328 0004 1 4533 0001 1 561 002 1 0.16 0.69
Grupo*semana 6 18.67 <001 6 74.01 0.001 6 38.29 <001 6 47.44 <001
Grupo*Hora 6 821 <001 6 1553 0.001 6 11.37 <001 6 12.35 <.001

Grupo*semana*hora 18 11.08 <.001 18 20.09 0.001 18 10.12 <.001 16 115 <.001

Respecto a las UFC g de BMA en QFA, de acuerdo al grupo, se encontré mayor niimero de
cuentas bacterianas (UFC g) en el queso elaborado a partir de la leche cruda proveniente
del grupo de vacas que no consumieron nopal como parte de su dieta (Grupo 1) (Tabla 9). El
mismo caso sucedi6 para coliformes totales y E. coli (Tabla 8). No obstante, para el caso de
S. aureus, las UFC g* en QFA fueron similares (P>0.05) en los grupos analizados (Tabla 9).

Tabla 9. Medias de minimos cuadrados para bacterias (UFC ml™) en queso fresco artesanal
de acuerdo al grupo.

Grupo 1 Grupo 2
Bacteria Promedio (Log10) E.E. Promedio (Log1o) E.E.
Mesofilas aerobias 7.0 0.04 6.4° 0.04
Coliformes Totales 6.72 0.04 5.9 0.04
Escherichia Coli 5.22 0.06 4.7° 0.07
Staphylococcus aureus 5.22 0.07 5.22 0.09

+= Error Estandar
Literales  ® indican diferencias (P<0.05) dentro de fila
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Para el caso del comportamiento del contenido de bacterias (UFC g) en QFA, de acuerdo a
la interaccidn grupo*semana, se observé que, en la semana de adaptacion y en la 12 semana
de monitoreo de la fase experimental ambos grupos se comportaron igual (P>0.05) en todos
los indicadores bacterioldgicos analizados (BMA, CT y E. coli). No obstante, en la 22 y 3%
semana de experimentacion, las cuentas (UFC g*) bacterianas de BMA, CT y E. coli del
QFA elaborado a partir de la leche cruda proveniente de las vacas del Grupo 2 fueron menores
(P<0.05) con respecto a las cargas promedio de dichas bacterias en QFA elaborado con leche
cruda provienen del Grupo 1 (Tabla 10).

Tabla 10. Medias de minimos cuadrados para cuentas bacterianas (UFC g™*) en queso fresco
artesana derivado de leche de vacas Holstein de acuerdo al grupo.

Mesofilas aerobias Coliformes totales E. Coli
Grupol Grupo 2 Grupol Grupo 2 Grupol Grupo 2
Semana Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio  Promedio
(Logio) = (Logio) + (Logio) + (Logio) = (Logio) + (Logio) =
Adaptacion 6.3%+0.06 6.4%+0.06 6.2°'+0.10 6.221+0.10 5.2%'+0.13 5.12+0.14
1 6.7°'+0.06 6.7°'+0.06 6.0™+0.09 6.0%+0.09 4.8"+0.13 4.6°'+0.15
2 6.7°'+0.05 6.5%+0.05 5.8°2+0.09 4.9"%+0.10 4.9%1+0.11 4.8%°+0.13
3 6.9°+0.05 6.292+0.05 6.7°+0.08 6.4%%+0.07 5.2+0.13 4.5°2+0.19

+= Error Estandar
Literales ® ¢ indican diferencias (P<0.05) dentro de fila/bacteria
Numerales *? indican diferencias (P<0.05) entre columnas/bacteria

Referente al comportamiento de la interaccion grupo*hora de monitoreo para el indicador
UFC g! de BMA, se observo (durante el monitoreo de ambos grupos) que, estos tuvieron un
comportamiento similar (P>0.05), a excepcién de la hora 24 post-elaboracion del QFA
donde, las UFC g de BMA en queso elaborado de leche cruda proveniente del Grupo 2
fueron menores (P<0.05), con respecto al QFA elaborado de la leche cruda producida por el
Grupo 1 (Tabla 11). Para el caso de las UFC g hora® grupo® de CT en QFA (Tabla 11),
éstas fueron mayores en el queso elaborado a partir de la leche cruda proveniente del Grupo

1, en todas las horas del monitoreo (P<0.05), ello en comparacion con las UFC g promedio
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hora de CT observadas en el QFA elaborado a partir de la leche cruda producida por el
Grupo 2. Asi mismo, se encontro que los promedios de ambos grupos tuvieron tendencia a
disminuir (P<0.05) conforme transcurrio el tiempo de monitoreo (Tabla 11).

Tabla 11. Medias de minimos cuadrados de UFC g de mesofilas aerobias y coliformes
totales en queso fresco artesanal de acuerdo a la interaccion grupo*hora de monitoreo.

Mesofilas aerobia Coliformes Totales
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Horas Promedio (Logio) Promedio (Logio) Promedio (Logio) Promedio (Loguo)
+ + + +
0 6.621+0.09 6.621+0.08 5.921+0.06 5.722+0.06
12 6.72°1+0.09 6.5%°'+0.08 6.2°'+0.06 5.5"2+0.06
24 6.9"+0.09 6.5°°2+0.09 5.6°'+0.06 5.3%+0.06
48 6.5%1+0.09 6.3°1+0.09 5.5°1+0.07 5.3%2+0.07

+= Error Estandar
Literales * ® indican diferencias (P<0.05) dentro de columna
Numerales 2 indican diferencias (P<0.05) dentro de fila/bacteria

En cuanto a la interaccion grupo*hora de monitoreo para el indicador E. coli, solo se observo
diferencias entre las UFC g de ésta bacteria a partir de la hora 24 de monitoreo, en donde el
promedio de UFC g de E. coli en el queso elaborado a partir de la leche cruda producida
por el Grupo 2 fue menor (P<0.05) en comparacion con las UFC g de E. coli en QFA
elaborado a partir de la leche cruda proveniente del Grupo 1 (Tabla 12).

Tabla 12. Medias de minimos cuadrados para UFC (Logio) g de E. coli y S. aureus en queso
fresco artesanal de acuerdo a la interaccion grupo*hora de monitoreo.

Escherichia coli Staphylococcus aureus
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Horas Promedio (Logio) Promedio (Logio) Promedio (Logio) Promedio (Logio)
+ + + +
0 4.78+0.24 4.581+0.26 5.821+0.08 5.5%2+0.08
12 5.0°1+0.20 4.9"1+0.25 6.4°1+0.08 5.7%2+0.08
24 5.1°1+0.23 4.8°2+0.25 5.61+0.07 5.2°2+0.08
48 5.0"+0.22 4.7°°+0.25 5.2"1+0.07 5.9°%+0.08

+= Error Estandar
Literales @ ¢ indican diferencias (P<0.05) dentro de columna
Numerales *? indican diferencias (P<0.05) dentro de fila/bacteria

De acuerdo con la Tabla 12, los promedios de UFC g* hora™ de S. aureus en QFA elaborado

a partir de la leche cruda producida por las vacas del Grupo 1 fueron mayores (P<0.05), en
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comparacion con las cuentas (UFC g*) hora™ de S. aureus en QFA elaborado a partir de la
leche cruda proveniente de las vacas que consumieron nopal (Grupo 2), excepto en la hora
48 post elaboracion del QFA, en donde el promedio de UFC g de S. aureus (5.9 Logio 0
79.4x10% fue mayor en comparacion con las UFC g* (5.2 Logio 0 15.8x10%) a 48 h post-
elaboracion del QFA derivado de la leche de las vacas del Grupo 1 (Tabla 12).

En relacion con el comportamiento de la calidad el QFA semana™ elaborado con leche
producida por las vacas grupo™ en las diferentes semanas de monitoreo, se observé que
durante la semana de adaptacion a la dieta grupo™ el QFA elaborado de la leche producida
en los dias 0 y 3 de la semana de adaptacion, las UFC g de BMA para los QFA elaborados
de leche grupo dia* fueron iguales (P>0.05) dentro de la semana de adaptacion a la dieta

(Figura 3).
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Figura 3. Medias de minimos cuadrados de UFC g* de BMA grupo? dia? para QFA
elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo confinamiento total y
bajo adaptacion de una dieta complementada con 0.0 y 12 kg de nopal (O. ficus-
indica) en base fresca dia™ vaca™

No obstante, el queso derivado de la leche producida en la 12 y 22 semanas post-adaptacion a
la dieta, el QFA proveniente de la leche de vacas del Grupo 2, contenia menores cuentas

bacterianas (UFC g1) de BMA (P<0.05), ello en comparacion las UFC g promedio de los
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QFA elaborado a partir de leche producida en la 12 y 22 semanas post-adaptacion a la dieta

del Grupo 1 (Figura 4).
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Figura 4. Medias de minimos cuadrados de UFC g de BMA grupo® dia para QFA
elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo confinamiento total y
alimentadas con una dieta complementada con 0.0 y 12 kg de nopal (O. ficus-indica)
en base fresca dia™* vaca™

En cuanto a las cuentas bacterianas (UFC g*) de CT en QFA derivado de la leche producida

por vacas grupo! semana?, se observo que los QFA elaborados a partir de leche cruda

provenirte de vacas del Grupo 2 (12 kg de O. ficus-indica vaca™ dia!) y correspondiente a

los dias 0 y 3 de produccidn de la semana de adaptacion a la dieta, las UFC g* para CT fueron

mayores (P<0.05) en comparacion con los QFA derivados de leche cruda correspondiente a

los dias 0 y 3 de producciédn de la semana de adaptacién a la dieta de Grupo 1 (Figura 5).
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Figura 5. Medias de minimos cuadrados de UFC g™ de CT grupo™* dia™ para QFA elaborados
de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo confinamiento total y bajo
adaptacion de una dieta complementada con 0.0 y 12 kg de nopal (O. ficus-indica)
en base fresca dia™* vaca™

En lo que respecta al comportamiento de las cuentas bacterianas (UFC g*) de CT en QFA

grupo* semana* derivado de la leche producida en las 22 y 32 semana, los QFA provenientes

de la leche de vacas del Grupo 2, presentaron menores cantidad de UFC g* de CT semana

(P<0.05), ello en comparacion las UFC g promedio de los QFA elaborado a partir de leche

producida en la 1? y 22 semanas post-adaptacion a la dieta del Grupo 1 (Figura 6).
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Figura 6. Medias de minimos cuadrados de UFC g de BMA grupo? dia?® para QFA
elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo confinamiento total y
alimentadas con una dieta complementada con 0.0 y 12 kg de nopal (O. ficus-indica)
en base fresca dia™® vaca™
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Para Escherichia coli (E. coli) en QFA, los resultados de las UFC g grupo? semana®
determinaron que, las cuentas de E. coli en los QFA elaborados a partir de leche cruda
proveniente de vacas alimentadas con una dieta convencional (Grupo 1) contenian menor
numero de UFC g dicha bacteria en la semana de adaptacion a las dietas, especificamente
en los dias 0 y 3 de produccién de dicha semana, en comparacion con las cuentas bacterianas

de los QFA elaborados con leche proveniente de las vacas del Grupo 2 (Figura 7).
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Figura 7. Medias de minimos cuadrados de UFC g* de Escherichia coli grupo™ dia™* para
QFA elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo confinamiento
total y bajo adaptacién de una dieta complementada con 0.0 y 12 kg de nopal (O.
ficus-indica) en base fresca dia* vaca™

No obstante, en la 22 semana de monitoreo de la produccion de leche y en donde las vacas
del Grupo 2 ya se habian adaptado al consumo de 12 kg de nopal vaca® dia?, los QFA
elaborados a partir de la leche cruda producida en ésta semana por el Grupo2, contenia menor
cantidad de UFC g (-2.29x10* UFC g* de E. coli) con respecto a las UFC g encontradas

en los QFA provenientes de del Grupo 1 (P<0.05). Fenémeno que se repitié en la 3% semana
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de monitoreo de la produccion de leche y elaboracion de los QFA, en donde los quesos
elaborados a partir de la leche cruda de las vacas del Grupo 1 contenian mayor nimero de
UFC g* (24.4X10% de E. coli (P<0.05) en la hora cero post-elaboracion, ello con respecto a

las UFC g* de los quesos elaborados a partir de la leche de las vacas del Grupo 2 (Figura 8).
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Figura 8. Medias de minimos cuadrados de UFC g* de Escherichia coli grupo™ dia™* para
QFA elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo confinamiento
total y alimentadas con una dieta complementada con 0.0 y 12 kg de nopal (O. ficus-
indica) en base fresca dia™ vaca™

En cuanto al contenido (UFC g?) de S. aureus en QFA grupo™ semana?, se encontrd que, en
la semana de adaptacion a la dieta, los quesos elaborados de la leche producida grupo™ del
dia 0 y 3, correspondiente al periodo de adaptacion, contenia menores cuentas de S. aureus
(P<0.05), ello en comparacién con los QFA elaborados a partir de leche cruda proveniente

del Grupo 2.

50



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

74 Dia 0 (inicio del monitoreo) Dia tres del monitoreo
’ 5.3
6.7
5.1
6.1
{=4]
2 4.8
53 54
= 4.6
O 4.8
5 41 43
35 4.1
2.8 3.8
0 12 24 0 12 24 48
Horas post-elaboracion del QFA Horas post-elaboracion del QFA
—=#— Grupol ---®--- Grupo 2

Figura 9. Medias de minimos cuadrados de UFC g* de Staphylococcus aureus grupo™ dia™
para QFA elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo
confinamiento total y bajo adaptacion de una dieta complementada con 0.0 y 12
kg de nopal (O. ficus-indica) en base fresca dia* vaca™

El comportamiento de S. aureus grupo™ en los QFA de la 12 y 22 semana post-adaptacion a
las dietas de los grupos de vacas analizados determind que, los quesos provenientes de la
leche del Grupo 2 fueron los que presentaron menor carga (UFC g?) de S. aureus (P<0.05)
en la hora cero post-elaboracion; ello, en comparacion con los promedios de UFC g™ en los

QFA elaborados a partir de leche cruda producida por el Grupo 1 (Figura 10).
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Figura 10. Medias de minimos cuadrados de UFC g* de Staphylococcus aureus grupo™ dia
! para QFA elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo
confinamiento total y alimentadas con una dieta complementada con 0.0 y 12 kg de
nopal (O. ficus-indica) en base fresca dia™ vaca™

51



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

Calidad bacteriologica de yogurt artesanal elaborado a partir de leche cruda proveniente de
vacas alimentadas con nopal. Para el caso de los resultados de UFC ml* de BMA y CT
presentes en el yogur artesanal elaborado a partir de la leche de las vacas de acuerdo al grupo,
estos no fueron como en el caso del QFA, en donde se elaboraron y analizaron por semana,
en este caso (yogurt) el proceso y analisis correspondio a la tltima semana de monitoreo de
la produccion de leche de las vacas grupo™; especificamente, el yogurt artesanal se elabor6 a
partir de la leche producida en los dias 20 y 21 de iniciada la fase experimental del presente
trabajo.

En el yogur artesanal grupo™ se encontr6 que, las UFC ml*? para de BMA y CT fueron
afectadas por el grupo, la interaccion grupo*dia de elaboracion y por la triple interaccién
grupo*dia de elaboracion*hora post elaboracion del yogurt (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis de efectos fijos para UFC ml™* de bacterias en yogurt artesanal.

Mesofilas aerobias Coliformes Totales
FdeV Gl F Pr>F Gl F Pr>F
Grupo 1 503.60 <.001 1 243.08 <.001
Grupo*dia 2 65.85 <.001 2 227.92 <.001
Grupo*Hora 8 3.29 0.002 8 3.18 0.004
Grupo*dia*hora 8 241 0.021 8 3.36 0.003

Respecto a los promedios generales de BMA y CT (Tabla 14), se observé que el yogurt
artesanal, elaborado a partir de la leche cruda proveniente de las vacas del Grupo 2 contenian
6.1 (Logio) 0 1.4x10° UFC ml* de BMA, promedio menor (P<0.05) al encontrado en el
yogurt elaborado a partir de leche proveniente del Grupo 1: 7.5 (Logio) 0 36.7x10% UFC ml-
1 de BMA (Tabla 14). Mientras que, para CT las UFC ml™ de dicho grupo de bacterias en

yogur, se encontrd que el yogurt elaborado a partir de la leche cruda proveniente del Grupo
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1 presentd el mayor promedio (P<0.05), en comparacion con el promedio de UFC mi* de
CT del yogur elaborado a partir de la leche de las vacas del Grupo 1: 6.62 (Logio) 0 42.27x10°
y 5.1 (Logio) 0 1.27x10° UFC ml*de CT, respectivamente (Tabla 14).

Tabla 14. Medias de minimos cuadrados para bacterias (UFC ml™?) en yogurt artesanal de
acuerdo al grupo.

Grupo 1 Grupo 2
Bacteria Promedio (Logz1o) E.E. Promedio (Log1o) E.E.
Mesofilas aerobias 7.6 0.05 6.1° 0.04
Coliformes Totales 6.62 0.06 5.1° 0.07

+= Error Estandar
Literales * ® indican diferencias (P<0.05) dentro de fila

En lo referente a los promedios de UFC ml™* de BMA y CT en yogurt artesanal de acuerdo a
lainteraccion grupo*dia de elaboracion, se encontr6 que el yogurt elaborado de la leche cruda
producida, en los dias de monitoreo 20 y 21, por las vacas del Grupo 2, cuantificO menor
cantidad de UFC ml* de dichas bacterias(p<0.05), ello en comparacion con los promedios
de UFC mitpara BMA y CT encontrados en el yogurt elaborado a partir de la leche cruda
producida en los dias de monitoreo 20 y 21 por las vacas del Grupo 1 (Tabla 15).

Tabla 15. Medias de minimos cuadrados para UFC ml de Mesofilas Aerobias y Coliformes

Totales en yogurt artesanal elaborado de leche cruda proveniente de vacas Holstein bajo
confinamiento total de acuerdo al grupo.

Mesofilas aerobia Coliformes Totales
Dia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Promedio (Logi0) £ Promedio (Logio) £ Promedio (Logio) + Promedio (Logio) £
20 7.15%1+0.059 5.84%+0.054 5.3981+0.077 4.58%2+0.1361
21 7.98"1+0.081 6.46"2+0.054 7.87°1+0.096 5.63"2+0.06669

+= Error Estandar
Literales * ® indican diferencias (P<0.05) dentro de columna
Numerales *? indican diferencias (P<0.05) dentro de fila/bacteria

Respecto al comportamiento de las UFC ml™ para BMA en el yogurt artesanal durante el
monitoreo de 120 h post-elaboracion (Figura 11), se observo que el yogurt elaborado a partir
de la leche cruda obtenida el dia 20 post-adaptacién a las dietas y proveniente del Grupo 1,

presentd mayor nimero de UFC ml™* en comparacion con las cargas bacterianas (UFC ml™?)

53



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

del yogurt elaborado a partir de leche cruda proveniente del Grupo 2 (P<0.05). Ademas, se
observo que dicho indicador, fue relativamente constante conforme transcurrio el tiempo de
almacenamiento tanto en el yogurt proveniente del Grupo 1 (7.17 y 7.09 Logio UFC ml™ de
BMA a cero y 120 h post-elaboracion), como para el yogurt elaborado a partir de leche cruda
proveniente del Grupo 2 (5.9 a5.2 Logio UFC ml™ de BMA acero y 120 h post-elaboracion).
Fendmeno similar se observo en el yogurt elaborado a partir de la leche cruda obtenida el dia
21 post-adaptacion a las dietas, donde las UFC ml* de BMA en el yogurt proveniente del
como del Grupo 1 fueron mayores desde la hora cero hasta la hora 120 post-elaboracién del
yogurt, ello en comparacion con la carga (UFC ml™) de BMA en el yogurt elaborado a partir

de la leche del Grupo 2 (Figura 11).

Dia 20 post-adaptacion a la dieta Dia 21 post-adapatacion de la dieta

=
o
©

UFC/ml (Logy)

o
%
-

UFC/ml (Log,o)
& ™ P
w W
- o
n o0 in

w
o0

A S S I S S S

0 12 24 48 120 0 12 24 48 120
Horas post-elaboracion del yogurt Horas post-elaboracion del yogurt

o
i
,
—a—
o

IS
o

th

tn

—4— Grupo 1 --—-®-—  Grupo 2

Figura 11. Medias de minimos cuadrados de UFC ml* de mesofilas aerobias grupo™? dia’
hora® para yogur artesanal elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein
bajo confinamiento total y alimentadas con una dieta complementada con 0.0 y 12
kg de nopal (O. ficus-indica) en base fresca dia™ vaca™

Referente a la carga bacteriana (UFC ml™?) de CT en el yogurt artesanal, se encontrd que
dicho producto elaborado a partir de leche cruda obtenida en el dia 20 y 21 post-adaptacion
a las dietas y, proveniente del grupo de vacas que no consumieron nopal (Grupo 2) mostro

mayor carga bacteriana (UFC mlI™?) de CT en la hora cero post-elaboracion (P<0.05). No
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obstante, la carga de CT en el yogurt fue mayor en el dia 21 post- adaptacion a las dietas en

comparacion con el yogurt elaborado a partir de leche cruda obtenida en el dia 20 post-

adaptacion a las dietas (Figura 12)

Dia 20 post-adaptacion a la dieta Dia 21 post-adaptacion a la dieta

-
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Figura 12. Medias de minimos cuadrados de UFC ml* de coliformes totales grupo™ dia™
hora® para yogur artesanal elaborados de leche cruda proveniente de vacas Holstein
bajo confinamiento total y alimentadas con una dieta complementada con 0.0 y 12

kg de nopal (O. ficus-indica) en base fresca dia™ vaca™
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7.2 Segunda etapa: efecto de la adicion directa de epidermis O. ficus-indica (fresca y
deshidratada) y extractos etanolicos de O. ficus-indicay O. atropes a la materia prima (leche
cruda) para la elaboracién de subproductos.

Calidad bacterioldgica del queso fresco artesanal elaborado a partir de leche tratada con
epidermis y extractos de nopal. Los resultados encontrados en QFA determinaron efecto de

tratamiento y de tratamiento*hora post-elaboracién sobre BMA y CT (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis de efectos fijos para UFCg de bacterias en queso fresco artesanal.

Mesofilas aerobias Coliformes Totales
FdeV Gl F Pr>F Gl F Pr>F
Tratamiento 4 28.13 <0.001 4 37.07 <0.001
Tratamiento*Hora 26 14.61 <0.001 26 26.11 <0.001

Con respecto al efecto del tratamiento sobre las unidades formadoras de colonia (UFC g?)
de BMA en QFA, se encontr6 que la adicién de epidermis fresca (ENgg) o deshidratada
(ENgs) de O. ficus-indica, a la materia prima (leche cruda) para la elaboracion del queso
mostraron menor conteo de UFC g en promedio (P<0.05), ello en comparacion con los
tratamientos de extractos de epidermis de O. ficus-indica (Eori) 0 de O. Atropes (Eoa) a la
materia prima para la elaboracion del QFA. Sin embargo, el Eor presentaron similar conteo
de BMA al testigo (P>0.05), pero mayor (P<0.05) al Eoa (Tabla 17).

Tabla 17. Medias de minimos cuadrados para UFC g* de mesofilas aerobias en queso
fresco artesanal de acuerdo al tratamiento.

Tratamiento UFC (Log1o) Promedio E.E.
Testigo 5.52 0.10
Extracto de O. Ficus-indica 5.28 0.11
Extracto de O. Atropes 5.0° 0.12
Epidermis fresca de O. Ficus-indica 4.6 0.21
Epidermis deshidratada de O. Ficus-indica 4.6 0.21

Literales 2 "¢ ¢ indican diferencias entre tratamientos (P<0.05)

En lo referente al comportamiento de los tratamientos en leche cruda utilizada en la

elaboracion del QFA, se observo gue el contacto directo de la epidermis (ENgr y ENgs) con
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la leche (-4 y -2 h; Figura 13), lograron reducir las UFC ml™ de BMA (P<0.05) en 4.36
(Logio) 0 22.9x10% UFC ml, con respecto al testigo. Mientras que los extractos (Eori Y Eon)
solo lograron mantener el mismo nimero de UFC ml™* de BMA (P>0.05) (Figura 13). Sin
embargo, la leche cruda sin adicién de extracto o epidermis (Testigo), mostro crecimiento
(UFC mlY) de BMA durante el tiempo de contacto directo de la epidermis o de los extractos

(P<0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Medias de minimos cuadrados (Log10) de UFC g™* para BMA de acuerdo
a la interacciéon tratamiento*horas post-elaboracion del queso fresco

artesanal (QFA)
Al termino del proceso de la elaboracion del QFA (0 h), los resultados establecieron que el

producto terminado (QFA) derivado de leche cruda en contacto con epidermis (ENgr 0 ENgp)
presentaron menor conteo de UFC g (3.8 Logio) para BMA (P<0.05), en comparacion con
los QFA derivados de leche adicionada con extractos de Eor 0 Eoa (4.8 y 4.6 L0guo,
respectivamente) o con el testigo (Figura 13). No obstante, a partir del periodo 12 h post-
elaboracion de QFA las UFC g de BMA se incrementaron en los QFA tratados con

epidermis (ENgr 0 ENBgs). Sin embargo, dicho incremento fue menor (P<0.05) al observado

57



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

en los quesos elaborados a partir de leche cruda tratada con extractos (Eori 0 Eoa) (Figura
13).

Para aspectos de los resultados de CT en QFA, se encontro efecto de tratamiento sobre UFC
g de dicha bacteria (Tabla 18). En este sentido, el contacto directo con ENgr 0 ENgs a la
leche cruda utilizada para la elaboracion del queso, permiti6 menores cuentas bacterianas
(UFC g1) en promedio (P<0.05), ello en comparacion con las cuentas bacterianas del QFA
elaborado a partir de leche cruda sin la adicion de epidermis de nopal o extractos (Testigo)
(Tabla 18). Sin embargo, tanto los tratamientos de extractos de Eori 0 Eoa a la leche cruda
como el contacto directo de la epidermis de nopal a la leche cruda produjeron conteos
promedio de cuentas bacterianas para CT similares entre si (P>0.05) (Tabla 18).

Tabla 18. Medias de minimos cuadrados para UFC g* de Coliformes totales en queso
fresco artesanal de acuerdo al tratamiento

UFC (Log10)
Tratamiento Promedio E.E.
Testigo 5.12 0.14
Extracto de O. ficus-indica 4,9% 0.06
Extracto de O. atropes 4.9% 0.06
Epidermis fresca de O. ficus-indica 4.7° 0.05
Epidermis deshidratada de O. ficus-indica 4.7° 0.05

Literales ® indican diferencias entre tratamientos (P<0.05)

Los resultados de CT en QFA, antes de su elaboracion (leche cruda), durante y posterior a
su elaboracion (0 a 120 h) determinaron que, la adicion de Eori 0 Eoa a la leche cruda mejord
la calidad bacterioldgica, especificamente en CT, en la leche cruda y en consecuencia
durante el proceso de elaboracion del QFA (0 h) (P<0.05) (Figura 14). Sin embargo, a partir
del periodo 12-120 h post-elaboracion de QFA las UFC g™ de CT se incrementaron en leche
tratada con los extractos (Eori 0 Eoa), siendo los tratamientos con epidermis de nopal (ENgr

0 ENgs) los que mejoraron la calidad del QFA (< UFC g* de CT) durante el periodo 12-120
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h post-elaboracion (P<0.05), en comparacion con el resto de los tratamientos evaluados

(Figura 14).
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Figura 14. Medias de minimos cuadrados (Logi0) de UFC g™ para CT de acuerdo a la
interaccidn tratamiento*horas post-elaboracion del queso fresco artesanal (QFA)

Calidad bacterioldgica del yogurt artesanal elaborado a partir de leche tratada con epidermis
de nopal. Los resultados encontrados en yogur determinaron efecto de tratamiento y de
tratamiento*hora post-elaboracion sobre BMA y CT (Tabla 19).

Tabla 19. Analisis de efectos fijos para UFC ml* de bacterias en yogurt artesanal

Mesofilas aerobias Coliformes Totales
FdeV Gl F Pr>F Gl F Pr>F
Tratamiento 2 14.04 <0.001 2 24.4 <0.001
Tratamiento*Hora 12 3.36 <0.001 10 5.76 <0.001

Con respecto al efecto del tratamiento sobre las unidades formadoras de colonia (UFC ml™?)
de BMA en yogurt, se encontrd que, el yogurt elaborado de la leche que estuvo en contacto

directo con epidermis de nopal (EN) fresca (ENgr) 0 epidermis de nopal deshidratada
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(ENgs), mostraron menor conteo de UFC ml™ en promedio (P<0.05), ello en comparacion
con el promedio general de las UFC ml de BMA, encontradas en el yogurt elaborado a partir

de leche cruda sin adicion de epidermis de nopal (testigo) (Tabla 20).

Tabla 20. Medias de minimos cuadrados para UFC ml* de mesdfilas aerobias en yogur
artesanal de acuerdo al tratamiento.

UFC (Log1o)

Tratamiento Promedio E.E.
Testigo 5.28 0.07
Epidermis fresca de O. ficus-indica (ENg) 4.8° 0.07
Epidermis deshidratada de O. ficus-indica (ENBgs) 4.8° 0.07

Literales ® indican diferencias entre tratamientos (P<0.05)

En lo referente al comportamiento de los tratamientos en leche cruda utilizada para la
elaboracion del yogurt, se observé que el contacto directo por dos horas con la epidermis
EN&gr Yy ENBgs con la leche, lograron reducir las UFC ml™ de BMA (P<0.05): -5.18 (Log10) 0
-63x10%y -4.77 (Logio) 0 5.88x10* UFC ml™, respectivamente, ello en comparacion con la
leche sin contacto (Testigo + 2 horas) directo con epidermis tratamiento (P<0.05). No
obstante, el nimero de las UFC ml* de BMA de los tres tratamientos se incrementaron
(P<0.05) con respecto al nimero de las mismas presentes en leche cruda 2 h antes (Figura

15).
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Figura 15. Medias de minimos cuadrados (Log10) de UFC ml para BMA de acuerdo
a la interaccién tratamiento*horas post-elaboracion del yogurt artesanal

Al termino del proceso de la elaboracion del yogurt (0 h), el cual tuvo una duracion de 8 h,
los resultados establecieron que el producto terminado (yogurt) elaborado a partir de la leche
cruda que estuvo en contacto directo con epidermis (ENgr y ENgs) contabilizaron menor
nimero de UFC ml™? (5.47 -Logo- 0 29.5x10%) para BMA (P<0.05), en comparacion con el
yogurt derivado de la leche Testigo (Figura 15). No obstante, a partir del periodo 12 h post-
elaboracion y almacenamiento (4°C) de yogurt las UFC mlt de BMA en los tres tratamientos
(ENBs, ENgr y Testigo) se incrementaron. Sin embargo, dicho incremento fue menor
(P<0.05) en el yogurt proveniente de la leche tratada con epidermis (ENgs 0 ENgr) (Figura
15). Posterior a dicho periodo (hora 48 post-elaboracion), las UFC ml para BMA del yogurt
elaborado a partir de todos los tratamientos tuvieron una tendencia (P<0.05) a disminuir

(Figura 15).
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Para aspectos de los resultados de CT en yogurt, se encontro efecto de tratamiento sobre las
UFC ml* de dicho indicador (Tabla 21). En este sentido, el contacto directo con ENgr 0 ENgs
a la leche cruda utiliza para la elaboracion de yogurt, permitié que dicho producto lacteo
contabilizara en promedio menor numero de bacterias (P<0.05), ello en comparacion con las
cuentas bacterianas del yogurt proveniente de la leche cruda sin adicion de epidermis de
nopal (Testigo) (Tabla 21). Sin embargo, el tratamiento de ENgr a la leche cruda produjo
conteos promedios menores (P<0.05) de bacterias para CT en yogurt en comparacion con el

yogurt elaborado a partir de leche cruda tratada con ENgs (Tabla 21).

Tabla 21. Medias de minimos cuadrados para UFC ml? de Coliformes totales en yogur
artesanal de acuerdo al tratamiento.

UFC (Logo)

Tratamiento Promedio E.E.
Testigo 4.28 0.10
Epidermis fresca de O. ficus-indica (ENgr) 3.1° 0.09
Epidermis deshidratada de O. ficus-indica (ENgs) 3.8° 0.08

Literales ™ ¢ indican diferencias entre tratamientos (P<0.05)

Los resultados de CT en yogurt, antes de su elaboracién (leche cruda), durante y posterior a
su elaboracion (0 a 120 h) determinaron que, la adicion de ENgr 0 ENgs a la leche cruda
mejoro (P<0.05) la calidad bacterioldgica, especificamente en CT, en la leche cruda y
mantuvo la misma carga bacteriana durante el proceso de elaboracion del yogurt (0 h)
(P>0.05), proceso que duro 8 h (Figura 16). Asi mismo, a partir del periodo 12-120 h post-
elaboracion y almacenamiento (4 °C), las UFC ml* de CT contabilizadas en el yogurt
proveniente de los tres tratamientos tuvieron una tendencia a disminuir (P<0.05). Sin
embargo, el yogurt proveniente de leche tratada con ENgr en la 120 h post-elaboracion,
contabilizo <1 (Logio) UFC ml* de dicho indicador, en comparacion con el yogurt elaborado

a partir de la leche testigo y la tratada con ENgs (Figura 16).
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Figura 16. Medias de minimos cuadrados (Logio) de UFC ml* para CT de acuerdo a la
interaccidn tratamiento*horas post-elaboracién del yogurt artesanal.
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8. DISCUSION

8.1 Primera etapa: Efecto del nopal (O. ficus-indica) en la dieta de vacas Holstein bajo
confinamiento total sobre la produccion y calidad bacterioldgica de la leche cruda y sus

subproductos (queso fresco artesanal y yogurt artesanal)

Produccion de leche

Los resultados sobre produccion de leche y, en donde el grupo de vacas sometidas a la dieta
complementada con 12 kg de nopal vaca®l dial (grupo 2) mostraron un mejor
comportamiento (19 kg) en comparacién con la produccion (15.8 kg) de las vacas sometidas
a la dieta convencional (grupol) (Figura 1), concuerda con los resultados obtenidos por Ortiz
et al. (2010, 2012), quienes encontraron un aumento del 12.7% en la produccion de leche de
vacas complementadas con O. ficus-indica, tanto en época de estiaje como en temporada de
[luvia y en vacas bajo condiciones de semi-estabulacion (50% pastoreo).

Cabe destacar que en las investigaciones de Ortiz et al. (2010, 2012) se utiliz6 como fuente
principal de la dieta, los esquilmos de maiz (33%). Mientras que, en la presente investigacion,
la dieta de las vacas contenia como principal insumo la alfalfa (41.75%). Para el caso de los
esquilmos de maiz, estos poseen alrededor del 35% de digestibilidad (Hinojosa, 2013),
mientras que la alfalfa tiene una digestibilidad del 68% (Torres et al., 2007; Giovanna, 2016).
Este elemento (digestibilidad de los insumos de la dieta) pudiera sugerir que, dicha cactacea
mejora la digestidn del resto de los insumos de la dieta de los bovinos productores de leche
(Mendoza, 2015), sobre todo cuando se compara la productividad de las vacas cuando reciben
0 no, una dista complementada con nopal (Figura 1). No obstante, el incremento de la
produccién de leche, debido a la ingesta del nopal, puede deberse a otros factores ademas del

ya referido.
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Garcia (2013), al evaluar 200 mg de la dieta complementada con O. ficus-indica bajo la
técnica gas en in-vitro y bajo el ajuste de la presion de gas (PG) in vitro (funcion de Orskov
y McDonald, 1979) mostro que la degradacion de la fraccion soluble del sustrato (a) fue mas
elevada para la dieta complementada con O. ficus-indica (P<0.05) al presentar un mayor
promedio de produccién de gas: 26.1 ml 200 mg vs 22.8 ml/200 mg en la dieta sin
complementar con nopal. Mientras que la tasa degradable de la fraccion insoluble del sustrato
(b) fue de 74.1 y 72.1 ml 200 mg?, para la dieta complementada y sin complementar,
respectivamente. Ademas, la tasa de degradacion de la fraccion potencialmente degradable
(c) fueron de 0.05 ml 200! mg, para ambas dietas. Asi mismo, la degradabilidad potencial
del sustrato a 72 h de incubacién ruminal (a + b) fue de 100% para la dieta complementada
con nopal y 94.9% para la dieta sin complementar, siendo estadisticamente iguales (P>0.05).
Para Garcia (2013) el efecto positivo del nopal en la PG, posiblemente se puede relacionar al
aporte de carbohidratos solubles de facil degradacion a la dieta por parte de O. ficus-indica
(Magalhdées et al., 2004; Deysi 2016), aporte que permitié mayor actividad microbiana y en
consecuencia una mayor eficiencia en fermentacion de los sustratos de la dieta. Puesto que,
la elevada concentracién de carbohidratos solubles (30 a 50 % /MS) del nopal se fermentan
eficientemente en rumen (68 % de digestibilidad in situ en 48 h) (Herrera et al., 2014). Asi,
una mayor eficiencia en la fermentacion ruminal podria incrementar la produccion de los
acidos grasos volatiles (AGV’s) (propidnico, butirico y acético, principalmente); mismos que
se absorben desde la pared interna del rumen (Ruiz et al., 2015; Elghandour et al., 2015; Gao
y Oba, 2016) para ser utilizados como fuente de energia o para la sintesis de leche (Dieho et
al., 2017).

Otra posible explicacion para el incremento de la produccion de leche por efecto de la ingesta

de nopal, puede deberse a la interaccion entre los metabolitos secundarios, presentes en dicha

65



UMSNH MVZ. Francisco Javier Moreno Morales

cactacea (Mostafa et al., 2014), y las poblaciones microbianas del rumen (Guo et al., 2016).
Se ha documentado que los metabolitos secundarios tales como saponinas, flavonoides,
taninos, entre otros mas tienen la capacidad de modular la fermentacion ruminal de manera
favorable para que el hospedados (bovino) obtenga los nutrientes necesarios e incrementar
sus indicadores productivos (leche y carne) (Spanghero et al., 2009; Salem et al., 2014;
Wencelova et al., 2015). Puesto que estos metabolitos son capaces de modificar las
microbiota ruminal; dado que pueden reducir cierto tipo de microrganismos (protozoarios)
lo que favorece la proliferacion de otros (Ruminococcus sp, Bacteroides sp, Butyrivibrio sp.,
Streptococcus sp) (Guyader et al., 2017). Estos cambios de la poblacién ruminal mejoran la
dindmica ruminal puesto que propician una mayor degradacion de la fibra y se incrementa la
produccién de AGV’s (Liu et al., 2016).

Un aspecto importante entre los metabolitos secundarios de las plantas y su efecto en la
modulacion de las poblaciones ruminales, es que algunos de estos metabolitos inhiben la
poblacién de hongos (Garcia, 2003; Pratap y Ram, 2014). Asi mismo, se ha observado que
los metabolitos, como fenoles, terpenos y alcaloides son capaces de inhibir el crecimiento y
desarrollo de las bacterias metanogénicas y protozoarios (Hess et al., 2003; Sirohi et al.,
2014; Jayanegara et al., 2014; Pal et al., 2015), lo que explicaria la mayor produccién de
AGV’s y en consecuencia el incremento de la produccion de leche. Cui et al. (2015),
observaron que al adicionar 3 mg kg de rutin (metabolito secundario presente en Opuntia
sp) a la dieta de bovinos productores de leche, incremento: la concentracion total de AGV's
(de 83.12 2 96.72 mM), la proteina de origen microbiana y redujo: el nimero de protozoarios
ruinales, pH del liquido ruminal y, la concentracion de nitrogeno de amonio (NH3-N) en
liquido ruminal (-9.04 mg/100ml) (P<0.05). Lo que genero a su vez, el incrementd la

produccion lactea (10.06 %).
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Ademas, algunos compuestos presentes en el nopal (Isoquercetin, Rutin, Quercetin, entre
otros) con estructura similar al estrégeno mitogeno (17-B-estradiol) estimulen la mitosis
celular de la glandula mamaria de las vacas, ocasionando un incremento en la sintesis de
leche (Zheng et al., 2002; Tan et al., 2004; Suman et al., 2008), aspecto que no se descarta
en la posible explicacion del incremento de la produccion de leche del grupo de vacas,
analizadas, que se sometieron a la dieta complementada con nopal. Puesto que Schedin et al.
(2000), Xu et al. (2002), Guo et al. (2012), Wang et al. (2015), observaron en la glandula
mamaria proliferacion de las células epiteliales, crecimiento y desarrollo lobular y alveolar

al suministrarles rutin en la dieta de los animales analizados.

Calidad bacteriologica de la leche cruda

Respecto a la calidad bacterioldgica de la leche cruda conforme trascurrié el periodo
experimental (21 dias), los resultados mostraron que a partir de la 22 semana, post-adaptacion
a la dieta complementada con nopal, las UFC mi de las diferentes bacterias analizadas en la
leche proveniente del Grupo 2 mostré menor nimero de UFC ml para BMA, CT y E. coli
(P<0.05), ello en comparacion con la carga bacteriana (UFC ml™) de la leche proveniente del
Grupo 1 (Tabla 6). La posible explicacion del efecto positivo de la ingesta de nopal, por
parte de las vacas, sobre la calidad microbioldgica de la leche cruda, asi como para sus sub-
productos (como el QFA vy el yogurt), gira entorno a la modulacion del sistema inmunitario
innato del organismo a travées de compuestos de plantas, como las saponinas, quienes pueden
estimular significativamente la actividad de neutrofilos y linfocitos de la sangre periférica y
de la leche fendmeno observado en investigaciones in vitro (Concha, 2010; Joven et al., 2012;

Seo and Shin, 2012; Pereyra et al., 2014)
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Por otra parte, las plantas medicinales pueden jugar un papel importante en la estimulacion
y desarrollo de bacterias, tanto ruminales como de otras partes del tracto digestivo, que son
consideradas como benéficas (bacterias acido lacticas) (Fontecha et al., 2009; Hernandez y
Vélez, 2014), estimulacién debida a los metabolitos secundarios, como los que posee el nopal
(Moussa et al., 2016), y que pueden ejercer una seleccion indirecta sobre éstas bacterias, al
suprimir ciertas bacterias, hongos y protozoos (Berger et al., 2015; Ramirez et al., 2016;
Guyader et al., 2017) eliminando asi, la competencia entre las diferentes poblaciones del
microbiota digestiva por los sustratos alimenticios, como podria ser los pectin-oligosacaridos
(Guevara, 2009; Lieber et al., 2012; Ke et al., 2015). Por su parte, Cui et al. (2015),
observaron un incremento (>50%) de lisozima en sangre en vacas que consumieron 3 mg de
rutin kg de alimento. Hallazgo que pudiera explicar el incremento en la calidad
bacterioldgica de la leche, puesto que, la lisozima es una enzima excretada por los mamifero
en leche con capacidad bactericida, debido a su accion (lisis) sobre el péptido glucano de las
bacterias Gram positivas y la membrana externa de los Gram negativos (Niyonsaba y Ogawa,
2005; You y Col., 2010).

En cuanto a los compuestos metabolicos secundarios presentes en O. ficus-indica se ha
demostrado su actividad antimicrobiana frente a bacterias patdgenas (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Salmonella sp, Escherichia coli 0157: H7,
Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, entre otros) y en algunos casos éste efecto perdura
hasta por diez semanas (Kim et al., 2002; Kim et al., 2005; Mokbel and Suganuma, 2006;
Castillo et al., 2011; Young et al., 2012; Lou et al., 2012; Umar et al., 2013).

Se ha documentado la presencia de moléculas organicas en cladodio de O. ficus-indica como
el &cido gélico, acido p-coumeérico 3,4-dihydroxybenzoic, acido ferulico, acido salicilico,

Isoquercetin, Isorhamnetin-3-O glucoside, nicotiflorin, rutina y narcissin (Valente et al.,
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2010; Bensaddn et al., 2010; Guevara et al., 2010; Mostafa et al., 2014). De estos
compuestos, Sanchez (2012) sefiala que el acido p-coumérico puede ser el principal
compuesto que afecta la permeabilidad de la membrana celular de Vibrio cholerae y
Clostridium perfringens, lo que provoca la pérdida de componentes celulares como iones
(K+y Ca+), acido nucleico, aminoéacidos, entre otros (Ultee et al., 1999; Lambert et al., 2001;
Cox et al., 2012). Ademaés de provocar cambios en el pH citoplasmatico y la disminucion
del ATP celular, en su conjunto resultando en la actividad antimicrobiana (Duran et al.,
1997). Lo que en conjunto explicaria porque la ingesta de nopal mejora la calidad de la leche

cruda.

En relacion a S. aureus en leche cruda proveniente para del Grupo 1 y Grupo 2, no se
encontraron diferencias en las cuentas bacterianas de dicha bacteria, en la leche cruda
produccida durante la fase experimental. Sin embargo, se pudo observar que la leche
proveniente del Grupo 2 contenia 1.8x10° UFC ml™ de S. aureus menos que la leche cruda
proveniente de vacas alimentadas convencionalmente (Grupo 1) (Tabla 7). Hu et al., (2001)
observaron en vacas con mastitis subclinicas provocada por S. aureus que, la administracion
de saponinas (también presente en Opuntia sp; Rodriguez et al., 2007; Mostafa et al., 2014),
via subcutanea, durante seis dias, provoco una disminucion de: cuartos infectados por S.
aureus y de las células somaticas de la leche. La fagocitosis y la capacidad de matar fue
significativamente aumentada una semana despues del tratamiento con saponinas del en los
neutrdfilos. De aqui que, las saponinas sean consideradas como moduladores del sistema
inmune de la glandula mamaria de la vaca. Otra posible explicacion se centra directamente
en los metabolitos secundarios presentes en el nopal (Delgado, 2016), mismos que se

absorben en el intestino, pasando al torrente sanguineo donde, posteriormente, son secretados
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en leche y actian en contra de Staphylococcus aureus adheridos al canal y/o esfinter del

pezdn o en la misma leche (Nogueira, 2011; Gohlke et al., 2013; Cruz y Lizarado, 2015).

Calidad bacteriologica del queso fresco artesanal

Para el caso de la calidad bacterioldgica del queso fresco artesanal (Tabla 9) se observo que
dicho producto lacteo, provenientes de las vacas que consumieron una dieta complementada
con 12 kg de O. ficus-indica vaca™ dia, en general, cuantificaron menor nimero de UFC
ml? o gt de BMA, CT, E. coli y S. aureus (P<0.05). En leche cruda, los resultados fueron
similares a los observados por Ortiz et al. (2012): la leche proveniente de vacas
complementadas con nopal (O. ficus-indica) contenia 1.6 y 2.2 Logio UFC ml de BMA y
CT, respectivamente. En comparacion con 3.5 y 3.7 Logio UFC ml! de BMA y CT,

respectivamente; en la leche cruda proveniente de vacas sin complementacién de nopal.

El QFA elaborado a partir de leche cruda producida por las vacas del grupo 2 durante la 22 y
3% semana de la fase experimental, presentd menor cantidad de cuentas (UFC gt) bacterianas
de BMA, CT y E. coli (P<0.05), con respecto a las cargas promedio de dichas bacterias en
QFA elaborado con leche cruda producida por las vacas del Grupo 1 durante la 22 y 3%
semana de la fase experimental (Tabla 10). Este comportamiento (calidad bacterioldgica) en
QFA concuerda con lo observado por Ortiz et al. (2012), quienes sefialan que el queso
elaborado con leche proveniente de vacas que consumieron 12 kg de nopal vaca™* dia?, fue
de mayor calidad microbioldgica (3.5 y 4.0 Logio UFC g para BMA y CT, respectivamente)
en comparacion con el QFA elaborado a partir de leche cruda proveniente de vacas bajo una

dieta convencional (4.0 y 5.1 Logio UFC g para BMA y CT, respectivamente).
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Smith et al. (2001) observaron inhibicion de crecimiento bacteriano en queso elaborado de
leche proveniente de cabras a las cuales en su dieta se les adiciono aceite de Thymus vulgaris,
la cual se caracteriza por poseer grandes cantidades de metabolitos secundarios. Ejechi y
Akpomedaye (2005), Elegir et al., (2008), Corrales et al., (2009; citados por Sanchez et al.,
2011) no solo sugieren que, los metabolitos secundarios de las plantas tienen accion
bacteriostatica, sino también, han comprobado que pueden ser Utiles para mejorar la calidad
microbiologica de los sub-productos lacteos y como conservantes de estos alimentos. Esto
sugiere, que la ingesta de nopal no solo afecta positivamente la produccion y calidad de la
leche si no que éste efecto perdura durante el proceso de elaboracion y almacenamiento (2

dias) del QFA.

En sintesis, una vez que al animal se ha adaptado a la dieta complementada con 12 kg de
nopal vaca* dia™ mejora la calidad bacteriologica del QFA, ello de acuerdo con los resultados
obtenidos a partir de los quesos elaborados de la leche producida por éstas vacas (Figura 4,
6, 8 y 10). No obstante, es necesario establecer que, dichos quesos de ambos grupos no
cumplieron con las especificaciones microbioldgicas para el numero de UFC ml™? de CT, el
cual es de 2 (Logio) UFC ml, que marca la NMX-F-700-COFOCALEC-2004. Ni para E.
coli o para Staphylococcus aureus, las cuales deben estar ausentes (NOM-243-SSA1-2005).
No obstante, para aspectos de UFC para BMA, la norma establece que la leche cruda no debe
de contener mas de 6.1 (Logi) UFC ml? para que ésta sea considerada apta para la
elaboracion de subproductos lacteos: estandar que si cumplié el QFA elaborado a partir de la
leche derivada de las vacas que consumieron nopal como parte de su dieta.

Por altimo, y en lo que respecta a la variacion de las cuentas bacterianas de BMA, CT y E.

coli en QFA (Tabla 15) dentro de cada grupo analizado en la presente investigacion, dicha
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variacion posiblemente se debid, en primera instancia, a los cambios medio ambientales
(época de lluvia) a los que este sistema se enfrentd (Hidalgo et al., 2014; Van, 2014) y en
segunda instancia, al cambio semanal del ordefiador y sus consecuentes diferencias en pericia
en el momento de aplicar las técnicas de higiene de la ubre, tiempo de ordefia vaca™, limpieza
y desinfeccion de la sala y del equipo de la ordefia.

Fuentes et al. (2013), sefialan que la presencia de conteos de BMA y CT por encima de lo
establecido en las normas oficiales en leche y queso artesanal, reflejan un manejo inadecuado
de la rutina del ordefio; puesto que la mala higiene de las manos del operador, maquina
ordefiadora, almacenamiento y el entorno (medio ambiente del sistema), son el principal
medio de contaminacion de dichos productos lacteos (FDA, 2012; Hernandez y Vélez, 2014;
Yubero, 2015). Asi mismo, diversas investigaciones sefiala que el QFA elaborado a partir de
leche cruda proveniente de sistemas que presentan deficiencias en la salud e higiene de la
ubre alcanzan cifras >5 (Logio) UFC gtde CT y >7 (Logio) UFC g de BMA, (Maldonado
etal., 2011; Josipovi¢ et al., 2015; Da Silva et al., 2015).

Calidad microbioldgica del yogurt artesanal

En relacion a los resultados de calidad microbioldgica del yogurt artesanal, se debe sefialar
que el proceso y andlisis microbioldgico solo correspondié a la ultima semana de
experimentacion, especificamente en los dias 20 y 21. En los cuales se observé que el yogurt
elaborado a partir de la leche cruda proveniente de las vacas del grupo 2, contenia en
promedio menor (P<0.05) carga bacteriana (6.1 Logio UFC mlt) de BMA y de CT (6.61
Logio UFC mlIY) (Tabla 14). Asi mismo, durante de monitoreo del yogurt (120 h post-
elaboracion) elaborado a partir de leche producida en el dia 20 (Figura 11) y en el dia 21
(Figura 12), se observo que, el yogurt artesanal elaborado a partir de las vacas del grupo 2

presentd menores cuentas de UFC ml para BMA y CT (P<0.05). No obstante, los resultados
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revelaron variacion en las UFC ml, de ambos indicadores, dentro de grupo. La posible causa
de esta variacion en el comportamiento bacteriano (BMA y CT) en yogur, fue el grado de
cuentas bacterianas en la materia prima (leche cruda) de acuerdo al dia de produccion, la cual
pudo estar afectada por aspectos ambientales como los descritos en los parrafos dedicados a
la discusion del queso fresco artesanal.

Gibert (2016), sefiala que en alimentos que reciben un adecuado tratamiento térmico
(pasteurizacion) y son sometidos a procesos de fermentacion como lo es el yogurt no se
realizan pruebas para determinar el nimero de UFC ml* para el indicador BMA. Sin
embargo, para el caso del yogurt artesanal ha habido reportes de la presencia de bacterias
patdgenas, tales como Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, L. innocua y
Staphylococcus aureus, relacionando principalmente a un inadecuado proceso térmico y a
malas practicas durante el proceso de manufactura, almacenamiento y comercializacion de
dicho producto lacteo (Lépez, 2011; Evrendilek et al., 2011; Gundogan y Avci, 2014; Al-
Nabulsi et al., 2015; Tirloni et al., 2015).

Asi pues, la presencia de meséfilas aerobias en alimentos, advierten un inadecuado manejo
0 contaminacién, que al ser detectados se incrementa la probabilidad del desarrollo de
gérmenes patogenos, siendo el consumo de alimentos con inadecuado proceso térmico la
primera causa de toxiinfecciones (Alerte et al., 2012; OMS, 2015; Gia, 2016). En sintesis, se
puede establecer que la dieta complementada con 12 kg de nopal vaca™ dia* mejora la calidad
bacterioldgica de la leche y de sus subproductos como el yogurt durante el proceso de
almacenamiento (Figura 11 y 12). No obstante, es necesario establecer que para el caso de
coliformes totales derivados de la leche cruda de ambos grupos no cumplieron con las
especificaciones microbioldgicas para el numero de UFC ml? de CT, el cual debe es de <1

(Logi0) UFC ml, que marca la NOM-181-SCFI1-2010.
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8.2. Segunda etapa: efecto de la adicion directa de epidermis O. ficus-indica (fresca y
deshidratada) y extractos etanolicos de O. ficus-indica y O. atropes a la materia prima (leche

cruda) para la elaboracién de subproductos

Respecto a los resultados del contacto directo por dos horas de epidermis de nopal o extractos
etanolicos de nopal (O. ficus-indica y O. atropes) con la leche cruda (Tabla 17 y 18), se
observo que ésta fue mejor calidad microbioldgica, puesto que el nimero de UFC ml? de
bacterias mesofilas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT) fueron menores que la leche
cruda sin tratamiento. Resultados similares fueron observados por Ortiz et al. (2013), al
adicionar directamente epidermis de cladodios y fracciones anatémicas diferentes de
cladodios de O. ficus-indica en base fresca, a la leche cruda las UFC ml* de BMA y CT se
redujeron en comparacion a la leche testigo (P<0.05). Delgado, (2016) observo que la leche
tratada con extracto metandlico de epidermis de nopal O. ficus-indica y O. atropes
proveniente de dos parcelas (con y sin practicas culturales) contenia menor niumero de UFC
ml*de BMA y CT, en comparacion con la leche cruda sin tratamiento (P<0.05). Asi mismo,
se ha observado de manera in-vitro que los extractos fendlicos de O. ficus-indica, son capaces
de reducir el crecimiento de bacterias gram-negativas como Vibrio cholera y gram-positivas
como Listeria monocytogenes (Sanchez et al., 2010; Na-Kyoung et al., 2016).

Existen evidencias de que el nopal (Opuntia sp) tiene propiedad que inhibe o suspende el
crecimiento bacteriano en productos lacteos (Ortiz et al., 2013; Aguilar et al., 2016). Al
respecto, Opuntia sp posee metabolitos secundarios capaces de mezclarse con los
compuestos polares (agua, K-caseina, fosfolipidos) y no polares (globulos de grasas, a y B-
caseina) de la leche, mezcla que facilita la liberacion de polifenoles presentes en esta planta,
los cuales acttian en el medio como bacteriostaticos (Gad y El- Salam, 2010; Gyawali et al.,

2014; Jung et al., 2015). Dicho extracto, al perturbar (despolarizar) y traspasar la membrana
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de la bacteria ocasiona la reduccién del pH citoplasmatico y, ello a su vez, provoca el

incremento en el consumo de ATP y la muerte celular (Sanchez, 2012).

Las propiedades antimicrobianas tanto de Opuntia sp, como de otras plantas, ya han sido
descritas por diversos investigadores (Adiguzel et al., 2009). No obstante, la mayoria de estos
estudios han sido reportados en sistemas liquidos como la leche e in-vitro en donde los
compuestos del nopal interactdan directamente con las membranas de la bacteria (Umar et
al., 2013). Por lo contrario, Mendoza et al. (1997), sefialan que los extractos de plantas
exhiben menores efectos inhibidores en matrices solidas o semi-sélidas como es el caso del
QFA, puesto que la interaccion de los metabolitos secundarios con las bacterias se
interrumpe. Pues si bien el QFA llega a contener hasta un 50 % de humedad se caracteriza
por ser una pasta semi-solida con alto contenido de grasa (>15%), capaz de formar una
barrera entre la superficie de la membrana de las bacterias, o que a su vez evita dicha

interaccién (Qiao et al., 2014; Yang et al., 2016).

Teniendo en cuenta lo anterior, hipotéticamente se determiné que, el efecto antimicrobiano
de la adicion de epidermis y extractos de dicha cactacea en leche, observado por otros autores,
pudiera verse reflejado en subproductos como el yogurt y el QFA. Al respecto, se observé
que tanto el QFA (Tabla 17 y 18) como el yogurt (Tabla 20 y 21) elaborados a partir de leche
cruda tratada con extractos de epidermis y con la propia epidermis de nopal (O. ficus-indica
y O. atropes) fueron de mejor calidad microbiologica que el QFA y el yogurt elaborados a
partir de leche cruda sin tratamiento. Puesto que contenian menor UFC g*/ml™? de bacterias
mesofilas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT), en comparacién con los testigo.

Ademas, durante el monitoreo post-elaboracion y almacenamiento (4°C), se observé que los
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tratamientos con epidermis y extracto de nopal, tenian menor crecimiento promedio
conforme transcurrio el tiempo.

Para aspecto de calidad microbiologica existen regulaciones sanitarias que establecen los
estandares minimos de contaminacion bacteriologica para que la leche y sus subproductos
como es en este caso el QFA y el yogurt, sean aptos para el consumo humano (CANILEC,
2011). En este sentido, los resultados encontrados en esta investigacion determinaron que la
calidad microbioldgica de la leche cruda proveniente de las vacas que consumieron en su
dieta 12 kg de nopal y las que consumieron una dieta convencional y la leche cruda tratada
con extractos y epidermis de nopal, cumplieron con las especificaciones microbiologicas para
el numero de UFC mlt de BMA que marca la NMX-F-700-COFOCALEC-2004, la cual
establece que la leche cruda no debe de contener mas de 6.1 (Logio) UFC ml™ para que esta
sea considerada apta para el consumo y/o elaboracion de subproductos lacteos. Dicha norma
también establece el maximo permitido de UFC ml™*de CT, el cual es de 2 UFC ml por lo
que la leche de todos los experimentos no cumplié con dicha norma.

Referente a la calidad bacterioldgica del QFA la NOM-243-SSA1-2010 establece que dicho
producto no debe de cuantificar mas de 6.2 UFC g de BMA para ser considerado apto para
el consumo humanao, valor que solo cumpli6 el QFA elaborado a partir de leche cruda tratada
con extractos etanolicos de epidermis (O. ficus-indica y O. atropes) y epidermis fresca y
deshidratada (O. ficus-indica) (Figura 13 y 14). No obstante, los QFA de todos los
tratamientos, cumplié con los 2 (Logio) UFC g de CT que marca dicha norma. Referente a
la calidad del yogurt artesanal la NOM-185-SSA1-2002 establece que dicho producto lacteo
no debe de contener mas de 1 (Logio) UFC mltde CT, indicador que ninguno de los yogurt

ha cumplido con lo que marca dicha norma.
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Hay que hacer notar que en campo los artesanos de productos lacteos si calientan la leche
para consumirla y/o fabricacion de yogurt asi como, utilizan porcentajes mayores de sal para
la fabricacion de QFA en comparacion a los métodos utilizados en este experimento. Sin
embargo, el utilizar leche cruda para la elaboracién de yogurt e implementar bajo contenido
de sal (2.5 %), es la simulacion de malas practicas de manejo, mismas que se dan
cotidianamente en dichos sistemas, y en relacion al porcentaje de sal es lo recomendado con
los manuales de elaboracidn descritos por diversas organizaciones (FAO, 2012; INTI, 2014;

SAGARPA, 2010).
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9. CONCLUSION

La inclusion de 12 kg de O. ficus-indica vaca™ dia™ a la dieta de bovinos productores de leche
bajo condiciones de confinamiento total en época de lluvia, incrementa la produccion y la
calidad microbioldgica de la leche y sus subproductos (queso fresco artesanal y yogurt
artesanal). Sin embargo, la mejora de la calidad microbiolégica de la leche cruda
especificamente en lo que se refiere a coliformes totales, no es suficiente para alcanzar los
estandares de calidad que marca las normas oficiales mexicanas. En este sentido, los
subproductos lacteos (queso fresco artesanal y yogurt artesanal) elaborados tanto de la leche
cruda proveniente de vacas alimentadas con la dieta complementada con nopal o elaborados
con leche cruda en contacto directo con epidermis de cladodio de O. ficus-indica (fresca o
deshidratada o en extractos etanolicos) tampoco logran los estandares de calidad establecidos
para coliformes totales. Caso contrario para las mesofilas aerobias en donde la dieta con nopal
o los tratamientos con epidermis logran cumplir los estdndares que marcan las normas
oficiales mexicanas. No obstante, estas alternativas, como primer acercamiento a la solucién
de los problemas de los sistemas familiares relacionados con la seguridad sanitaria del
consumidor, pero no lo suficiente como para recomendar dichas estrategias. Por lo tanto, se
requiere seguir investigando estas alternativas en conjunto con estrategias de salud de la ubre
de las vacas para el cazo de la dieta e incrementar los niveles de adicion de epidermis de
cladodio de nopal al momento de ponerla en contacto directa con la leche para determinar si
con estas modificaciones en el disefio experimental se logra cumplir con los estandares de

calidad que marcan las normas oficiales mexicanas para estos productos.
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10. CONSIDERACIONES GENERALES

Comparacion de la calidad microbiolégica de la leche y sus sub-productos entre

tratamientos (ingesta de nopal vs contacto directo de nopal y leche cruda)

Respecto del establecimiento de la forma de implementar el uso del nopal, en los sistemas de
produccidn de bovinos productores de leche, que garantice una mayor calidad microbiolégica
de la leche cruda y sus sub-productos, los resultados de las etapas 1 y 2 de la presente
investigacion, mostraron que, la leche cruda proveniente de vacas alimentadas con 12 kg de
0. ficus-indica vaca™ dia™, podria ser la mejor opcidn, puesto que se observé mayor efecto
(disminucion de UFC ml™ de bacterias analizadas en leche) al compararse con el efecto del
contacto directo de los tratamientos de epidermis de cladodio de nopal (ENgr 0 ENgs) 0 de
los extractos etanolicos de epidermis (Eori 0 Eoa) con la leche cruda. Puesto que la estrategia
de complementar la dieta con nopal generd una disminucion del 68% de UFC ml! de BMA
en leche cruda con respecto al testigo. Mientras que para CT en leche cruda, tanto la
complementacidon de la dieta con nopal como los extractos etandlicos logran reducir la carga
de este tipo de bacterias en 36.9% (Tabla 22).

En lo que respecta al queso fresco artesanal, la estrategia que pudiera mejor la calidad
bacterioldgica de este subproducto lacteo es el contacto directo de la epidermis del nopal
(ENgr 0 ENBgs) con la leche cruda durante 2 h previo al proceso de la elaboracion del queso,
puesto que esta alternativa logra reducir hasta en 87.4% la cuentas bacterianas (UFC g?) de
BMA con respecto al testigo. Pero, para CT, la implementacién de la dieta con nopal ofrece
mejores resultados: disminucion de UFC g* de CT de hasta 84.1% (Tabla 22). Finalmente,
para lograr mayor calidad bacterioldgica del yogur artesanal, los resultados de la presente

investigacion apuntan hacia la dieta complementada con nopal, como la mejor alternativa
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puesto que reducen en 87.4 y 90.0% las UFC g de BMA y CT en yogurt, respectivamente.
Reducciones establecidas a partir de los valores de sus respectivos testigos (Tabla 22). Sin
embargo, se ha establecido que el incremento de nopal por arriba de 20 kg no favorece el
incremento en la produccion de leche y en este sentido se tendria que analizar si es
conveniente sacrificar cantidad por calidad, para efectos de la reduccién de coliformes totales

en leche cruda y sus sub-productos.
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Tabla 22. Diferencias porcentuales para cada tratamiento con respecto a su testigo para la leche cruda, queso fresco artesanal y yogurt

Producto Leche cruda Queso fresco artesanal yogurt artesanal
Tipo de bacteria MeSOf.' las Coliformes Mesofilas aerobias Coliformes Mesofilas aerobias Coliformes
aerobias totales totales totales

Dif. Dif. Dif. Dif. Dif. Dif.
Test Trat %) Test Trat (%) Test  Trat (%) Test Trat (%) Test  Trat (%) Test Trat %)

Var‘]’g;;io” 316 10 683 32 2 369 1000 251.2 749 501.2 79.4 84.1 3162.3 398.1 87.4 1%5' 126 90
ENBF 10 4 602 631 5 206 1585 4 874 4 50 60.2 10 6.3 369 16 01 0921
ENBS 10 4 602 631 5 20.6 1585 4 874 4 50 60.2 10 6.3 369 16 06 602
EOFI 10 6.3 369 631 4 369 1585 158 499 158 79 36.9 - - - - - -
EOA 10 6.3 369 631 4 369 1585 10 684 10 79 36.9 - - - - - -

Test= testigo de cada tratamiento, Trat= tratamiento, Dif (%)= diferencia en porcentaje entre tratamiento y testigo correspondiente
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