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Resumen

Fue evaluado el efecto de la incorporacién del probidtico Saccharomyces boullardii en queso fresco sobre la prevalencia de bacterias
mesdfilas aerobias (BMA), Salmonella spp, Staphylococus aureus, E.coli, Coliformes Totales (CT), y mohos y levaduras. Se evaluaron cuatro
tratamientos: T1 é control, sin agregado de probiético; T2, con agregado de 10 g del probiético encapsulado (PE); T3, con agregado de 20
g del PE y T4, con 30 g del PE. El microorganismo fue encapsulado con mucilago de nopal, alginato sédico e inulina e incorporado en las
muestras después del desuerado de la leche junto con la sal; los quesos fueron almacenados a 4 °C. Después de 24h se realizaron los estudios
microbiolégicos. Los datos se analizaron mediante la metodologia de modelos de efectos fijos y la diferencia entre los tratamientos con el
método de medias de minimos cuadrados. Se encontré efecto del tratamiento (P<0.05) sobre las UFC/g de BMA, hongos y levaduras, CT
y S. aereus. Mientras que no se encontré efecto de tratamiento (P>0.05) sobre Salmonell spp y E. coli. La adicién de 30 g de S. Boulardii
(T4), en el queso, presento menor nimero (logl0) de UFC/g de BMA, comparada con T1: 2.1 y 7.2 UFC/g, respectivamente. Para hongos
y levaduras, el T1 mostré mayor niimero (logl0) de UFC/g (2.65), comparada con T4 (2.50), el cual fue igual (P>0.05) a T2 y T3. En CT
(log,,) se encontré que T2, T3 y T4, fueron iguales (P>0.05) entre si y diferentes (P < 0.05) e inferiores a T1 (1.90 UFC/g). Para S. aureus,
los quesos con la adicion de 10, 20 y 30 g de S. Boulardii fueron iguales (P>0.05) y presentaron un menor valor (log, ) de UFC/g (P<0.05)
respecto a T1 (2.9). La adicién de S. boulardii en quesos mejoré la seguridad alimentaria.
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Introduccion

En el Estado de Michoacdn, México, se han realizado estudios
para determinar la calidad de la leche cruda y se encontré que
en los sistemas productores de bovinos lecheros del Noreste del
estado la leche cruda contenia entre 6.7 y 7.9 (log, ) unidades
formadoras de colonias (UFC) por mililitro de bacterias meséfilas
aerobias (BMA) y de 2.3 a 3.5 (log,) UFC/ml de coliformes
totales (CT) (Carridn ez al., 2007). En el Municipio de Saguayo,
Michoacdn, se encontré que la leche cruda contenia de 8.0 2 9.0
(log,,) UFC/ml de BMA y de 5.7 a 8.0 (log, ) UFC/ml de CT
(Flores et al., 2009). Valores superiores a los que marca la norma
oficial NMX-F-700-COFOCALEC 2004: 6 y 2 (log,)) UFC/
ml para BMA y CT, respectivamente, para que la leche cruda se
pueda considerar como apta para el consumo humano.

Caraveo et al. (2007) determinaron que en la regién de
Jiquilpan, Michoacdn, el 80% de las explotaciones bovinas
presentaron mastitis, cuyo principal patégeno fue Staphyloccocus
aureus. Mismo patdgeno que se aislo en el 94% de las explotaciones
bovinas afectadas por mastitis en el Municipio de Alvaro Obregén,
Michoacdn (Beiza ezal.,, 2007). De manera general, se ha establecido
que en el estado de Michoacdn la mastitis es ocasionada en un 65%
por S. aureus y un 12% por E. Coli (Carrién et al., 2009). De
acuerdo con Beiza et al. (2007), la mastitis genera, ademds de una
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leche de mala calidad, un decremento hasta de un 36.6% en el
rendimiento del queso.

La presencia de microorganismos patdgenos en los
subproductos licteos como el queso, no solo depende de la salud de
la ubre de la vaca, también se relaciona con el tratamiento térmico
de la leche, la limpieza del material usado para queserfa, la calidad
de los cultivos, del manejo de la cuajada durante el procesamiento,
de la temperatura de almacenamiento, del transporte y de la
manipulacién durante la distribucién del queso (Farkye, 2002).
Aunado a lo anterior, los altos niveles de humedad que presentan
los quesos frescos, provoca el desarrollo de microorganismos
patégenos como Salmonella y E. coli serotipo O157:H7 causantes
de infecciones e intoxicaciones alimentarfas (Ceron, 2008).

Los quesos elaborados con leche sin pasteurizar, estdn asociados
con brotes de enfermedades alimentarfas, con mayor frecuencia
que los fabricados a partir de leche pasteurizada, aunque también
estos tltimos pueden ocasionar intoxicacién alimentaria por una
inadecuada pasteurizacién o porque los quesos elaborados con
leche pasteurizada se contaminan posteriormente con micro-
organismos patdgenos (Delgado et al., 2003). De acuerdo con la
FDA (2005) los problemas por contaminacién de la leche y los
quesos por Salmonella son frecuentes en paises desarrollados como
en los subdesarrollados.

En la actualidad, los mercados globales no solo buscan
productos alimenticios de calidad e inocuos para el consumo
humano, sino que ademds, estos entren en el concepto de “alimentos
funcionales o nutracéuticos” (Stanton ez al., 2001). En respuesta,
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la industria de alimentos ha desarrollado
productos l4cteos funcionales de calidad
nutricional y sabor agradable al adicionarles
probiéticos. Dentro de los productos ldcteos
nutracéuticos mds comercializados  se
encuentran: el yogurt, leches fermentadas,
kéfir, postres refrigerados y congelados
(helados), quesos y mantequilla, entre otros
(Rowland ez al., 2002). Las ventajas de los
probiéticos se centran en la accién benéfica
sobre la salud del humano. Asi, el probidtico
Saccharomyces boullardii puede controlar la
instauracién y/o el desarrollo de diversos
microorganismos patégenos, entre los que
destacan Salmonella typhimurium, Shigella
spp.,  Clostridium  difficile,  Campylobacter
Jejuni y Escherichia coli (Paul, 2005). Por ello,
el objetivo fue evaluar microbioldgicamente
el queso fresco adicionado con el probidtico
Saccharomyces  boulardii  en  producto
terminado, en funcién de la presencia de
bacterias meséfilas aerobias, Salmonella
spp.» Staphylococus aureus, E.coli, Coliformes
totales, mohos y levaduras.

Metodologia

Materia prima

La leche de vaca fue recolectada de un
establo en la ciudad de Morelia, Mich.,
en el mes de Abril de 2010. La cepa
de S. boulardii strain (CDBB-L-1483
ATCC-MYC-797) fue donada por el
CINVESTAV-IPN (México, D.E).

Elaboracion del alimento funcional
En la elaboracién de queso adicionado con el
probidtico se utilizé la levadura Saccharomyces
boullardi  previamente encapsulada con
alginato de sodio al 1%, inulina al 0.05%
y mucilago de nopal al 0.05% tal como fue
reportado por Zamora (2011).

Se elaboraron 4 lotes de queso de leche
siguiendo el protocolo de Sangronisy Garcia
(2007). La leche fue pasterizada a 65 °C
durante 30 min, y enfriada posteriormente
a 34 °C. DPosteriormente fue distribuida
en cuatro cubas de queserfa de 10 L de
capacidad cada una. La leche fue entonces
suplementada con CaCl, (0.02%), cuajada
y posteriormente desuerada para agregar el
encapsulado conteniendo el probidtico.

Relacion de tratamientos

El estudio consistié de cuatro tratamientos
(T): T1 (n=3) 4 control, sin agregado de
probidtico; T2 (n=3), con agregado de 10
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g del probiético encapsulado; T3 (n=3),
con agregado de 20 g del probidtico
encapsulado y T4 (n=3), con 30 g del
probidtico encapsulado. La cepa probidtica
fue previamente propagada en medio PDA
(BIXON), y posteriormente encapsulada
se afiadié en la leche en una concentracién
a 10° UFC/ml. Los quesos de los cuatro
tratamientos fueron colocados en papel y
en una bolsa de pldstico y almacenados a

4°C.

Andlisis Microbioldgico de los quesos
Se realizd el andlisis microbiolégico del
queso de acuerdo a la Norma Oficiales
NOM-092-SSA1-1994 para
bacterias meséfilas  aerobias  (BMA),
NOM-113-SSA1-1994 para coliformes
totales (CT), NOM-114-SSA1-1994 para
Salmonella, NOM-115-SSA1-1994 para
Staphylococus aureus, y Método MUG para
Escherichia coli.

Mexicana:

Andlisis estadistico

El anlisis estadistico de los datos obtenidos
se realizo mediante la metodologfa de los
modelos de efectos fijos (SAS, 2000) y
la diferencia entre los tratamientos se
obtuvieron con el método de medias de
minimos cuadrados (SAS, 2000).

Resultados y discusion
Se encontré efecto del tratamiento (P<0.05)
sobre las UFC/g de bacterias mesofilas
acrobias (BMA), hongos y levaduras,
coliformes totales (CT) y S. aureus. Mientras
que no se encontrd efecto de tratamiento (P
> 0.05) sobre Salmonella spp. y E. coli; los
resultados fueron negativos para todos los
tratamientos.

En lo referente al promedio de UFC/g
de BMA (log,) todos los tratamientos
fueron diferentes estadisticamente entre

st (P < 0.05); la adicién de 30 g de S.
Boulardii (T4), en el queso, presento un
menor niimero (log, ) de UFC/gde BMA,
en comparacién con T1 (queso sin la
adicion de S. Boulardii): 2.1 y 7.2 UFClg,
respectivamente (Tabla 1). De acuerdo
con la NOM-121-SSA1-1994, establece
que los quesos no deben de presentar un
valor (log ) mayor a 6.6 UFC/g de BMA
para ser considerado apto para el consumo.
Estdndar que no cumpli6é T1, mds si el T2
(2.4), T3 (2.9) y T4 (2.1). Con respecto
al T4 (adicién de 30 g de S. Boulardii en
el queso), este resulto el tratamiento més
adecuado (P < 0.05) para incrementar la
calidad del queso pues logré un mayor
control sobre BMA.

Ortiz et al. (2012) encontraron 4.0 +
0.33 UFC/gde BMA (log, ) en queso fresco
sin adicién de probidticos, proveniente de
leche crudacon 3.7 +0.28 UFC/mlde BMA
(log,). Gonzales-Cérdova ez al. (2004)
considera que las cuentas logaritmicas
altas de patdgenos en queso fresco son
indicadores de la poca higiene durante el
ordefio, la recoleccién y distribucién de
la leche. Al respecto, Ortiz et al. (2012)
encontraron valores de 7.1 UFC/ml de
BMA (log,,) en leche cruda. El contenido
alto de BMA deteriora las caracteristicas
organolépticas tanto del producto como de
los subproductos en menor tiempo; en 15
dfas de almacenamiento del queso fresco
se encontré 7.2 UFC/g (log ) (Ortiz et
al., 2012), lo cual es negativo para quien
produce y para quien lo consume.

En cuanto al andlisis microbiologico
para hongos y levaduras, el T1 fue el que
mostré mayor nimero (log ) de UFC/g
(2.65), en comparacién con T4 (2.50).
No obstante, T4 fue igual (P > 0.05) a T2
(2.60) y T3 (2.55) (Tabla 1). Resultados

que concuerdan con Zambrano (2010),

Tabla 1. Medias de minimos cuadrados de la microbiologia del queso de acuerdo con el tratamiento.

Tratamientos
Microorganismos
| T2 T3 T4
BMA 7.20 e.e 0.572 245 e.e 0.57¢ 2.90£0.57° 2.10 e.e 0.57¢
Hongos y Lev. 2.65e.0.03° 2.60 e.e 0.03* 2.55+0.03* 2.50 e.e 0.03°
CT 1.90 e.e 0.02° 1.75 e.e 0.02° 1.80 £ 0.02° 1.75 e.e 0.02°
Salmonella spp. Ausente Ausente Ausente Ausente
S. aureus 2.92 e.e0.03* 2.80 e.e 0.03" 2.70 £0.03° 2.80 e.e 0.03"
Salmonella spp. Ausente Ausente Ausente Ausente

Letras diferentes en la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05)
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Figura 1. Capsula formada con alginato de sodio, inulina y mucilago de nopal
recubriendo a Saccharomyces boulardii.

quien encontr$ diferencias entre el tratamiento testigo y el
tratamiento con la adicion de Lactobacillus acidophilus en el
queso; 3.15y 2.71 UFC/g (log, ) respectivamente, lo que sugiere
que la presencia del cultivo probiotico modera la multiplicacién
de los microorganismos contaminantes durante la produccién,
proveyéndoles una proteccién adicional. De acuerdo con la
NOM-121-§SA1-1994, el valor (log ) permitible de hongos y
levaduras en el queso es de 2.60 FCU/g. Al respecto, se encontrd
que los tratamientos con la adicion de S. Boulardii estuvieron
dentro de los estdndares de calidad para el queso. Sin embargo,
la adicon de 30 g de S. Bowulardii en el queso presenté una mejor
respuesta hacia la calidad al mostrar un mayor control de UFC/g
de hongos y levaduras.

Obando et al (2010), evaluaron la viabilidad de tres
microorganismos considerados como probidticos: Lactobacillus
casei 01, Bifidobacterium BB12, y Lactobacillus acidophilus
La-5, durante la vida dil del queso y su influencia sobre la
calidad microbiolégica de los productos, evaluada mediante
recuento de mohos y levaduras. Los quesos adicionados con los
probidticos, estuvieron dentro de los limites permisibles, por la
accién inhibidora de dichos probiéticos, resultados que pueden
coinsidir con los valores escontrados en esta investigacion con la
adicion de S. Boulardii, sobre la accion inhibidora en los hongos
y levaduras del queso.

En lo referente a los resultados microbioldgicos para
UFC/g de CT (log,,) se encontré que T2, T3 y T4, fueron
estadisticamente iguales (P>0.05) entre si y diferentes (P < 0.05)
e inferiores a T1 (1.90 UFC/g) (Tabla 1). No obstante, todos
los tratamientos estuvieron dentro de los valores (log, ) de la
NOM-121-SSA1-1994, quien refiere que para que un queso
sea apto para consumo no debe presentar mds de 2.0 UFC/g de
CT. La presencia de CT en el queso son indeseables y producen,
independientemente de 4dcidos y gas, olores desagradables y en
ocasiones sustancias viscosas en el queso. La incidencia de CT
presente en los quesos demuestra las deficientes condiciones de
higiene a las cuales esta expuesto el queso y puede deberse a una
serie de factores como son la baja calidad de la leche empleada en

Figura 2. Queso adicionado con el probiéticoSacharomyces boulardii.

la elaboracién, maquinarias o superficies sucias, malas pricticas
de manufactura, almacenamiento, transporte y comercializacién
(Perdomo, 2010).

Para Staphylococcus aureus, los quesos con la adicion de 10,
20 y 30g de S. Boulardii fueron iguales (P > 0.05); 2.8, 2.7 y
2.8 UFC/g, respectivamente (Tabla 1) y presentaron un menor
valor (log, ) de UFC/g (P < 0.05) respecto a T1 (2.9). Ramirez e
al., (2011), establece que una de las funciones de los probioticos
(S. Boulardii) es la produccion de bacteriocinas, las cuales se ha
demostrado su accién antimicrobiana contra bacterias como
Staphylococcus aureus. Funcién que pudo estar presente en el
queso con la adicion de S. Boulardii, en esta investigacidn.

Cer6n et al. (2008), encontraron que el queso fresco
adicionado con la bacteria probidtica Lactobacillus casei,
produjo 2.75 UFC/g (log, ) de S. aureus. Obando et al. (2010),
evaluaron la viabilidad de tres microorganismos considerados
como probidticos: Lactobacillus casei 01, Bifidobacterium BB12
y Lactobacillus acidophilus La-5, durante la vida atil del queso
y su influencia en la calidad microbiolégica de los productos,
sobre S. aureus, enterobacterias, mohos y levaduras, encontraron
que los quesos adicionados con los probidticos, estuvieron dentro
de los limites permisibles, por la accién inhibidora de dichos
probiéticos. Diaz y Garcfa (2000), mencionan que S. awureus
es un microorganismo omnipresente ya que se encuentra en la
mucosa, cavidad nasal y piel del animal, razén por la que es muy
frecuente que se encuentre en alimentos como los analizados en
este estudio.

En terminos generales, la adicién de 30g de S. Boulardii, en
el queso presenté una mayor respuesta en la disminucién de la
presencia de UFC/g para BMA, hongos y levaduras, CT y S
aureis, en comparacion con laadicion de 10y 20g de S. Boulardii.
Lo anterior puede sefialar que el microorganismo probiotico
S. boulardii encapsulado estd ejerciendo algin tipo de funcién
a través de un antagonismo/competencia con los patégenos
potenciales, y posiblemente también debido a la secrecién de

Biolégicas | Vol. 14, No. 2 | Diciembre 2012 39



Rafael Zamora-Vega et al.

algunas sustancias (bacteriocinas y 4cidos), evitando con ello la
posible proliferacién de microorganismos en el alimento.

Conclusiones

La adicién del microorganismo probidtico Saccharomyces
boulardii en la elaboracién de quesos es una alternativa viable
para mejorar la calidad y la seguridad alimentaria pues disminuye
la proliferacién de microorganismos como Bacterias mesofilas,
hongos y levaduras, coliformes totales y Staphylococcus aureus.
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