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Los quesos artesanales son reconocidos en el mundo
por sus nutrientes y caracteristicas sensoriales. Son
elaborados manualmente en la pequena industria
con leche no sometida a tratamiento térmico que
disminuyala flora microbiana, carentes casisiempre de
control de calidad. Durante la presente investigacion
se midi¢ la capacidad de inhibicidon de dos cepas de
bacterias acidoldcticas (BAL) aisladas en un estudio
previo, conocidas como QR y QJ sobre las bacterias
patdgenas Escherichia coli y Salmonella. Todos los
microorganismos anteriores fueron inoculados en
quesos elaborados con leche de cabra pasteurizada.
Posteriormente los quesos pasaron por un periodo de
maduracion y al término de este se realizaron conteos
de UFC/g. Se logré una disminucién en el niUmero
de ambos patdégenos. La cepa QJ presentd mayor
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inhibicidn contra Escherichia coli, mientras que la
cepa QR contra Salmonella. Ambas cepas mostraron
su mejor desempeno inhibitorio a los seis dias de

maduracion.
ABSTRAC

Artisanal cheeses are recognized in the word for
their nutrients and sensorial characteristics, made
manually by the small industry whit milk that has not
been subjected to any thermal treatment that reduce
microbial flora, always lacking in quality control. During
this investigation the inhibition capacity of two strain of
lactic acid bacteria (LAB) isolated in a previous study,
known as QR and QJ on two pathogenic bacteria
Escherichia coli and Salmonella was measured. All the
previous microorganisms were inoculated in cheeses
made with pasteurized goat’s milk. Subsequently the
cheeses were left ripening and at the end of this period
CFU/g count were made. A decrease in number of
both pathogens was achieve. The QJ strain showed
greater inhibition against Escherichia coli, while, QR
strain against Salmonella, both LAB strains showed
their best inhibition activity at 6 days of ripening.

INTRODUCCION

Los quesos artesanales de cabra son productos
que gozan de excelente calidad nutricional y
particularmente sensorial como resultado del proceso
y materia prima (leche sin pasteurizar) gracias a las
BAL presentes; sin embargo, la calidad sanitaria de
estos productos se encuentra comprometida por
la presencia de bacterias patdégenas que no son
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eliminadas de la leche con la que se elaboran. Lo
anterior desencadena enfermedades de transmisiéon
alimentaria (ETA) en quienes los consumen (Alvarado
Rivas, Chacdén Rueda, Otoniel Rojas, Guerrero
Cdrdenas, & Lépez Corcuera, 2007; Morales-Pablo,
Avalos de la Cruz, Leyva-Ruelas, & Ybarra-Moncada,
2012).

Los microorganismos patdgenos asociados
con la generacién de ETA procedentes de quesos
artesanales son E. coli, Salmonella spp., Staphylococ-
cus aureus y Listeria Monocytogenes principalmente;
la presencia de estos obedece a un mal protocolo
de higiene en el proceso de elaboracién, asi como
al empleo de leche bronca (Fuentes Fanegas et al.,
2017). En los Ultimos afos las BAL han sido estudia-
das por su potencial para formar cultivos iniciado-
res (Hayaloglu, Guven, Fox, & McSweeney, 2005), ya
gue algunas de sus propiedades tecnoldgicas son la
actividad antomicrobiana, conservadora, probidti-
ca; gracias a sus péptidos poseen propiedades me-
tabdlicas.

Morfoldégicamente las BAL son cocos o baci-
los, positivos a la prueba de gram y negativas a las
pruebas de oxidasa y catalasa, anaerdbicas, mi-
croaerdfilas y productoras de dcido ldctico como
principal metabolito por la fermentacién de la lacto-
sa (Carr, Chill, & Maida, 2002; Vdzquez, Sudrez, & Zo-
pata, 2009). Las BAL crecen en un rango de pH entre
3.2y 9.6 y sobreviven en medios donde la actividad
por los dcidos orgdnicos no se lo permitiria a otras
bacterias (Carr et al., 2002), con ello desarrollan la
capacidad de inhibir microorganismos alterantes o
patdbgenos. La capacidad de inhibicién de las BAL se
debe en primer instancia a la formacién de dacidos
orgdnicos como el dcido ldctico y el acético que
hacen descender el pH, ademds de la competen-
cia por el sustrato del medio; asimismo, forman tanto
compuestos no proteicos como proteicos de sintesis
ribosomal conocidos como bacteriosinas (Casaus
Lara, Herndndez Cruza, & Cintas Izarra, 2000).

Se ha demostrado que las BAL originarias de
quesos artesanales tienen capacidad de contro-
lar el crecimiento de bacterias patdégenas. Fuentes
Fanegas et al. (2017) estudiaron la capacidad de
inhibicion de cepas de BAL autdéctonas del queso
doble crema y guesillo frente al crecimiento in vitro
de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi-
murium ATCC 13311 vy Listeria monocytogenes ATCC
7644 por el método de perforacién de placa, con
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mayores niveles de inhibicién contra Listeria mono-
cytogenes ATCC 7644.

Otro estudio similar realizado por Martin del
Campo M., Gémez H. y Alaniz de la O. (2008) demos-
tré la capacidad antagdnica de cepas aisladas de
quesos frescos artesanales (adobera y panela) con-
tra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Salmonella agona; Liste-
ria monocytogenes fue el patdégeno que presentd
mayor inhibicién por las BAL usando la técnica de
inoculacion por picadura; el resto de los patdgenos
Gram positivos fueron inhibidos a excepcion de Sal-
monella agona (Gram negativa).

La inoculacién de BAL con propiedades anti-
microbianas aisladas del propio queso arfesanal de
cabra se presenta como una posibilidad de dismi-
nuir la cantidad de bacterias patégenas al mejorar
su calidad sanitaria y al resguardar los sabores pro-
pios del queso artesanal de cabra (Mago, Sanabria,
Cova, Alvarado, & Durdn, 2015). En un estudio pre-
vio realizado por Narvaez Guillén et al. (2017) fueron
aisladas en un medio selectivo (MRS) 21 cepas de
BAL del queso artesanal de cabra elaborado por pe-
quenos productores al Sur Este de Coahuila, México.
Las cepas de BAL fueron caracterizadas morfolégi-
camente, todas ellas fueron positivas a la tincidén de
Gram y catalasa negativa.

Las cepas fueron también sometidas a prue-
bas de produccién de dcido lactico, produccién de
aromas con notas Iacteas, produccion de CO, y se
probd la actividad inhibitoria in vitro de las 21 cepas
frente a E. coli, Salmonella y Staphylococcus aureus
por la técnica de difusién en hoyo. De las cepas con
mayor inhibiciéon frente a Salmonella y E. coli fueron
QJ y QR, que adicionalmente presentaron aromas
con notas ldcticas. Las 21 cepas se comportaron es-
tadisticamente similares al inhibir a Staphylococcus
aureus.

El presente estudio se centrd en evaluar la ca-
pacidad de las dos cepas de BAL, nombradas como
QJ y QR en el estudio previo de Narvdez Guillén et
al. (2017), asi como en su combinacidén para inhibir el
nUmero poblacional de E. coli y Salmonella en que-
sos de leche pasteurizada de cabra.
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MATERIALES Y METODOS

Viabilizacion de las BAL y bacterias patégenas

Se utilizaron dos cepas de BAL de un estudio anterior
(Narvdez Guillén et al., 2017) identificadas como QJ y
QR, asi como cepas patdgenas de Salmonella y E. coli.
Las BAL se reactivaron en caldo MRS (Man, Rogosa y
Sharpe); Salmonella y E. coli en caldo nutritivo, todas
ellas en proporcién de 1% v/v por triplicado y se
incubaron a 32 °C de 24 a 32 h (Guerrero, Muset, &
Pacheco, 1997).

Caracterizacion de BAL y bacterias patégenas

Después del crecimiento celular las cepas se
sembraron en cajas Petri por el método de estria
cruzada en agar MRS para BAL y en agar nutritivo
para las bacterias patdégenas. Se incubaron a 32
°C entre 24 y 32 h y se observd crecimiento colonial
caracteristico de cada cepa. Se utilizd tincién de
Gram con cada cepa (Lépez JGcome et al., 2014),
asi como prueba de la catalasa (Ruiz Ruiz, 2010).

Crecimiento de BAL y bacterias patégenas

La determinacion de la curva de crecimiento de cada
microorganismo empleado en esta investigacién se
realizd mediante densidad dptica de la masa celular
presente en medio liquido. Se empled caldo MRS para
las BAL (QR y QJ) y caldo nutritivo para las bacterias
patdébgenas (Salmonella y E. coli), ambos inoculados
conelrespectivo microorganismo auna proporciénde
1% v/v por triplicado. Las condiciones de incubacién
fueron semejantes a las antes mencionadas.

Se tomaron lecturas en lapsos de Th a 540 nm.
La medicién se detuvo hasta observar el inicio de la
fase estacionaria para todos los microorganismos
(Diaz, 2011). Cuando cada cepa alcanzé el punto
medio de la fase exponencial se realizaron conteos
coloniales en placa. Se siguié la metodologia de la
NOM-110-SSA1-1994 (SSA, 10 de mayo de 1995) para
la preparacion de las diluciones seriadas y para con-
tabilizar las colonias en placa la metodologia de la
NOM-092-SSA1-1994 (SSA, 12 de diciembre de 1995),
modificando los agares (para las BAL se empled el
agar MRS, para Salmonella agar Salmonella Shigella
y para E. coli agar MacConkey. Las condiciones de
incubacién fueron las anteriormente establecidas.
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Figura 1. Proceso de inoculacién de la leche pasteurizada con
BAL.
Fotografia del equipo de investigaciéon

Elaboraciéon de quesos de cabra inoculados con
BAL y bacterias patégenas

La elaboracién de quesos inoculados se llevd a
cabo de acuerdo con la metodologia descrita por
Narvéez Guillén et al. (2017). Se realizaron ocho
fratamientos con diseno orfogonal Taguchi (tabla
1). La elaboracién de quesos fue a pequena escala.
Para cada tratamiento se empled 11 de leche y
moldes de 6 cm de didmetro. El proceso inicié con el
colado de la leche usando mantas de cielo, seguido
de una pasteurizacién rapida a 72 °C/1 min y posterior
enfriamiento a 35 °C. Después la leche fue inoculada
5% v/v con la BAL correspondiente (en tratamientos
con ambas cepas de BAL fueron inoculados con 2.5%
v/v de cada bacteria para completar la proporcién)
y 2.5% v/v de la bacteria patdégena correspondiente,
como se muestra enla figura 1.

El cuajado de la leche se realizd con cuagjo co-
mercial Cuamex siguiendo las instrucciones del pro-
ducto. La leche se reposd por 30 min. Transcurrido
el tiempo se realizd el corte y desuerado, se anadid
sal a una proporcidén de 3 g/l de leche, la cuagjo-
da fue moldeada en moldes previamente estériles,
posteriormente los quesos se desenmoldaron y em-
pacaron para llevarse a maduracion de 3 y 6 dias
(fomando en cuenta el tiempo promedio en que se
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consume un queso) a temperaturas de refrigeracion
(4 °C) segun la tabla 1.

Tabla 1
Tratamaientos de elaboracién de quesos

Queso BAL Bacterias  Dias en maduracion
(Tratamiento) QR QJ  Patégenas (4°C)
1 Sin  Sin E. coli 3
2 Sin  Con E. coli 6
3 Con  Sin E. coli 6
4 Con Con E. coli 3
5 Sin  Sin  Salmonella 3
[ Sin Con Salmonella 6
7 Con Sin  Salmonella [
8 Con con Salmonelia 3

Nota: Elaboracién propia.

Conteo de BAL y bacterias patégenas en quesos
inoculados después de la maduracioén

Transcurrido el tiempo de maduracion se llevd acabo
el recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC/g) de BAL, asi como de bacterias patdégenas
para cada tfratamiento bajo la metodologia de
conteo colonial antes citada para cada grupo de
bacterias.

Andlisis de datos

Los valores de UFC/g de BAL, asi como de patdégenos
contabilzados para cada fratamiento  fueron
sometidos a un andlisis de varianza de una via (p <
0.05) y las medias de los tratamientos fueron sometidas
auna prueba de Tukey en el paquete estadistico JMP.

RESULTADOS

Caracterizacion de BAL y bacterias patégenas

La morfologia colonial que presentaron ambas
cepas de BAL fueron colonias redondas color blanco

issn 1665-4412, e-issn 2521-9758
Martinez-Vézquez, D. G., Narvaéz-Guillén, B. L.,
Robledo-Olivo, A., Charles-Rodriguez, A.V.,
Martinez-Herrera, A. L., & Rangel-Ortega, S. C.
S

27

cremoso. Salmonella presentd colonias redondas
colorrosa arojo mientras que E.coli colonias redondas
color rosa fucsia. QJ presentd morfologia celular de
bacilo gram positivo, QR cocobacilo gram positivo,
mientras que Salmonella y E.coli presentaron una
morfologia celular de bacilo gram negativo. Ambas
BAL reaccionaron negativamente a la prueba de la
catalasa.

Crecimiento de BAL y bacterias patégenas

Los resulfados obtenidos indican que para las
bacterias acido lacticas QJ y QR el inicio de la etapa
de crecimiento exponencial se desarrolla a partir de
las 3y 4 h, respectivamente. A las 7 h de incubacion
para QJ se encuentra la etapa de crecimiento
exponencial antes de llegar a la fase estacionaria;
en este punto se presenta una absorbancia de 0.819
(figura 2); la mismas condiciones para QR se presentan
en el mismo periodo de tiempo con una absorbancia
de 0.519 (figura 3).

Absorbancia 540 nm
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Figura 2. Curva de crecimiento de QJ.
Elaboracién propia.
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Figura 3. Curva de crecimiento de QR.
Elaboracién propia.
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Para Salmonella el crecimiento exponencial
inicia en 3 hy alas 6 h de incubacién (fase avan-
zada de crecimiento exponencial) presenta una
absorbancia de 0.67(figura 4). E. coli a las 5.5 h de
incubacién alcanza las mismas condiciones de cre-
cimiento que las BAL y Salmonella, al registrar una
absorbancia de 0.55 (figura 5).
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Figura 4. Curva de crecimiento de Salmonella.
Elaboracién propia.
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Figura 5. Curva de crecimiento de E. coli.
Elaboracién propia.
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Los resultados obtenidos expresados en UFC/
ml en el fiempo de crecimiento exponencial de los
microorganismos fueron para QJ a las 6 h 8.5 UFC
Logio/ml, para QR a las 7 h 9.3 UFC Logio/ml. Las
bacterias patdégenas presentaron un crecimiento
de 8.6 Logio UFC/mI para Salmonella y para E.coli
de 8.4 Logio UFC/mI, en 6 hy 5.5 h, respectivamente
(tabla 2).

Elaboracién de quesos inoculados con BAL y
bacterias patégenas

Se obftuvieron quesos de pasta uniforme de é6 cm
de didmetro por 1.5 cm de alto, de color y olor
caracteristicos al queso de cabra (figura 6).

Figura 6. Queso de cabra inoculado con BAL y bacterias
patégenas.
Fotografia del equipo de investigacién.

Tabla 2
Conteo colonial de BAL y bacterias patégenas en fase de crecimiento exponencial
Microorganismo  Absorbancia (540 nm)/ tiempo (h)  UFC log 1o/ml
QJ 0.64/ 6 9.3
QR 0.51/7 8.5
E. coli 5.46/ 5.5 8.4
Salmonelia 0.69/ 6 8.6

Nota: Elaboracién propia.
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Recuento de BAL y bacterias patégenas en quesos
después del periodo de maduracién

Los resulfados obtenidos del conteo de BAL y E.coli
para los tratamientos 1-4 se presentan en la figura 7,
donde se observd diferencia significativa respecto
al nimero de BAL, asi como de E. coli. El tratamiento
3 (inoculado con QJ) presentd la mayor cantidad
de BAL, registrando 9.2 LogiUFC/g, seguido de
los tratamientos 1 y 2 que fueron estadisticamente
semejantescon 8.7y 8.1 LogiwUFC/g, respectivamente.
Por Ultimo, el tratamiento 4 (inoculado con ambas
cepas QJ y QR) presentd la menor cantidad de BAL,
7.9 LogioUFC/g. Estos mismos tratamientos en relacion
con la cuenta de E. coli, el tfratamiento 3, presentd
mayor presencia del patdégeno; 7.9 LogiUFC/g,
seguido de los fratamientos 1y 4 (7.1 y 5.3 LogioUFC/g,
respectivamente) y finalmente el fratamiento 2 con
4.5 LogioUFC/g. Fue en este Ultimo tratamiento donde
se observd la mayor inhibicidon de E.coli a pesar de no
ser el tratamiento con la mayor cuenta de BAL.

Del conteo de BAL para los fratamientos 5, 6, 7 y
8 inoculados con Salmonella, segun se muestra en la
figura 8, el fratamiento 5 obtuvo una cuenta celular
de 8.6 LogioUFC/g al presentar la mayor cantidad
de BAL, seguido de los tfratamientos 6 y 8 con 8.5
LogioUFC/g en ambos tratamientos estadisticamente
semejantes; por Ultimo, el tratamiento 7 (inoculado
con QJ) registrd la menor cantidad de BAL, 7.9
LogiUFC/g.Respecto alainhibicién de Salmonella en
los tratamientos 5, 6, 7 y 8 después de la maduracion,
la mejor actividad se presentd en el tratamiento 7
con 5 LogiwUFC/g, seguido de los tfratamientos 5y 8;
por Ultimo el fratamiento 6 con 8,8.1y 9.1 LogiUFC/g,
respectivamente.
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Figura 7. Conteo colonial de las BAL y E. coli en tratamientos 1-4.
Elaboracién propia.
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Figura 8. Conteo colonial de las BAL y Salmonella en fratamientos
5-8.
Elaboracién propia.

- DISCUSION

La capacidad de inhibicidon de las BAL empleadas
sobre bacterias patdgenas mostrd  diferente
comportamiento. QJ logré inhibir de manera
significativa el crecimiento de E.coli a los 6 dias de
maduracion en el tratamiento 2. Un desempeno
similar mostré QR contra Salmonella en el mismo
periodo de maduracién del queso en el fratamiento 7.
Narvdez Guillén et al. (2017) estudiaron previamente
tanto a QJ como a QR, entre otras cepas de BAL en
su capacidad inhibitoria frente a E.coli y Salmonella
mediante método in vitro por técnica de difusion
en hoyo. Los valores reportados para la inhibicion
de E.coli fuerdn desde 1.5 hasta 1.85 cm de @ de
inhibicién y QJ reportd 1.75 cm de @.

Respecto a Salmonella los valores de inhibicion
fueron entre 1.13 y 1.76 cm de @ de inhibicién y QR
reporté 1.73 cm de @. Aun cuando las unidades de
los resultados del previo y presente estudios en los que
se probd la inhibicién de QR y QJ no son compatibles,
existe congruencia en el comportamiento inhibitorio
de estas BAL. Asimismo, en el estudio de Narvdez
Guillén et al. (2017) se presentd para QJ una
produccién en incremento de dcido ldctico de 0.36,
0.52 y 0.75% a las 12, 24 y 48 h, respectivamente.
Segun esta tendencia, podria explicarse la marcada
inhibicion en el tratamiento 2 inoculado con QJ vy E.
coli a seis dias de maduracién, ya que al elevarse
la cantidad de dcido ldctico y en consecuencia la
disminucién del pH se limita el crecimiento de E.coli
(Heredia Castro, Herndndez Mendoza, Gonzdlez
Cordova, & Vallejo Cérdoba, 2017) pero favorece el
desarrollo de BAL.
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Los valores de dcido Idctico que alcanzé QR a
los mismos periodos fueron 0.28, 0.47 y 0.89%. De
igual manera fueron valores en incremento que
explican la conducta de la poblacion, tanto de QR
como de Salmonella en el fratamiento 7 (inoculado
con QR y Salmonella a seis dias de maduracion)
ante un medio con alta presencia de dcido ldctico
y como consecuencia bajo pH, las posibilidades de
sobrevivencia de Salmonella se vieron superadas
por las de QR a medida que paséd el tiempo de
maduracion del queso.

Un factor que pudiera dar explicacion a la
especificidad de inhibicion de QJ para E. coli y de
QR para Salmonella es probablemente el tipo de
bacteriosinas producidas por cada cepa de BAL,
ya que se ha reportado a la pediocina producida
por Lacfococcus Lactis presente en quesos como
inhibidora de E.coli y S. aureus (Heredia Castro et al.,
2017); esto podria también aplicar para el efecto
inhibitorio que mostrd la combinaciodn de QJ y QR
hacia E. coli por el fipo de bacteriocinas producidas
por cada BAL.

Por ofra parte, Curvas Limén, Cruz Herndndez vy
Belmares Cerda (2019), reportaron actividad inhibitoria
confra E. coli y Salmonella Tiphy de las bacteriocinas
producidas por dos cepas de BAL aisladas de leche
de cabra, reportadas como LC1 y LC2. Los resultados
se reportaron en cm de halos de inhibicién. El mayor
efecto ihibitorio se reportd para E. coli seguido de
Salmonella Tiphy con un ligera diferencia, 1.32£0.03 y
1.12+£0.29 cm de @, respectivamente. Enun estudio de
FuentesFanegasetal. (2017) se probd el sobrenadante
de BAL, adislados de queso doble crema y quesillo que
se identificaron como Lactococcus lactis subsp. lactis
y Lactobacilos fermentum con halos de inhibicion de
0.29 £0.017y 1.2 0.1, respectivamente.

Al confrastar los resultados del presente tfrabajo
conlosde Curvas Limén et al. (2019) y Fuentes Fanegas
et al. (2017), se encontrd que presentan tendencias
similares. Aunque en el presente estudio se probd el
efecto inhibitorio con células de BAL debido a que
ademds del efecto inhibitorio contra patdgenos
producen sabores, aromas y propiedades reoldgicas
qgue enriguecen las caracteristicas sensoriales del
qgueso y en los otros dos estudios se probd el mismo
efecto con bacteriosinas in vitro. Esto abre la
posibilidad de explorar el mismo efecto inhibitorio con
las bacteriosinas de QJ y QR y una posible aplicaciéon
de estas hacia diversos productos alimenticios.

Nimero 81: 24-31, septiembre-diciembre 2020

En quesos artesanales como el de cabra es
importante conservar las BAL presentes de manera
natural en laleche, dado que son parte indispensable
para la obtencién de las propiedades que dan
identidad sensorial al producto; sin embargo, es
importante eliminar o disminuir la presencia de
bacterias patdégenas que representan un riesgo para
la salud del consumidor, por ello se requiere mejorar
las condiciones de higiene en la elaboracién del
producto (Alvarado Rivas et al., 2007); este trabajo
propone inocular la leche con la que se elaboran
los quesos mediante cepas de BAL propias del
producto para disminuir microorganismos patdégenos
en los quesos arfesanales de cabra sin sacrificar las
caracteristicas sensoriales.

CONCLUSIONES

Ambas cepas de BAL, QR y QJ demostraron inhibir el
crecimiento de los microorganismos patégenos. La
mayor inhibicién de crecimiento de E. coli se logrd
con QJ vy la de Salmonella con QR. La inhibicion por
la combinacién de las dos cepas QJ y QR fué mas
efectiva frente a E. coli. Estos resulfados pueden
ayudar a la formacidon de cultivos iniciadores para
la elaboracién de quesos de cabra que permitan
obtener productos de alta calidad sensorial y
microbioldgica.
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