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RESUMEN 

Se estudió el efecto de dos cultivos lácticos en el compor1amiento de Listeria innocua 

durante la fabricación y el almacenamiento de queso blanco elaborado a partir de leche 

pasteurizada, con el fin de evaluar el riesgo que presenta este patógeno y obtener información 

que sirva para establecer medidas preventivas que aseguren procedimientos de elaboración y 

almacenamiento seguros. 

En todos los C8!IOS la leche !e inoculó con aproximadamente 1 cr UFC/mL de LiBteria 

innocua ATCC 33091 . El queso se elaboró sin cultivo láctico y con dos coocentraciones: 0,~ 

y l,S% de cultivo láctico. Los cultivos, util;nvJos independientemente, fueron de dos tipos: 

\DlO mesó filo compuesto por Lactococcus lactis (9S%) y IActococcus cremoris (S%); y otro 

termófilo compuesto por Lactobacillus bulgaricus (500.4) y Streptococcus thennophilus (500.4 ). 

Los quesos se almacenaron hasta por 20 dias a S OC y 1S OC. 

Se obtuvieron valores del 1 000/o de inhibición de Listeria innocua en los tratamientos 

que involucraron una concentración de cultivo de 1,S%, tanto mesófilo como termófilo 

dmante 20 dias de maduración a S y 15 °C. También se obtuvo \Dl 1000/o de inhibición el dia 

20, para el tratamiento con 0,5% de cultivo mesófilo almacenado a S OC; \Dl 1000/o para el 

mismo tratamiento almacenado a lSOC; m92,6% de inhibición al dia S para el tratamiento 

utiH7lUJdo 0,5% de cultivo termófilo, para una temperatura de ai1'Jl8CM81Diento de S OC y un 

99,6o/o el décimo dfa de almaa:mmiento a 15 OC. 

El inóculo al 1,~% vlv tuvo mayor influencia en el grado de inlubición de Liateria 

innocua que a 0,5%. Con una probabilidad del 95%, el porcentaje de cultivo láctico afecta 

negativamente el crecimiento L. innocua. El efecto fue más notorio cuando !e usó el cultivo 

termófilo. 

A(m cuando se logró una inhibición importante en todos los tratamientos, L. innocua 

XVI 



sobrevivió basta los 20 dias que dw'ó el estudio, tiempo que es mayor del que normalmente 

dura el queso en el mercado. 

Cuando se elabora queso blanco fresco con leche pasteurizada, se recomienda el uso de 

cultivos lácticos de los tipos mesófilo o termófilo, a una concentración de 1,5% vlv y 

temperaturas de almacewniento de 5 y 1 S OC, debido a que no solo le imparte características 

sensoriales propias de lDl queso blanco fresco, sino que se logra controlar Listeria innocua, 

como queda demostrado al obtener una inhibición del 1 <X>-.4 • 
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l. MARCO TEÓRICO 

1.1 Genenlidades 

El género Listeria está compuesto por bacterias pequeftas, Gram positivas, que 

exhiben una movilidad tambaleante caracterlstica, a temperatura ambiente. Los 

organismos son catalasa positivos, oxidasa negativos y poseen un metabolismo 

fermentativo de la glucosa, que produce como resultado ácido pero no gas. 

Se reconocen 7 especies de Listeria: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, 

L welshimeri, L seeligeri, L grayi y L murrayi. De estas, solo L monocytogenes se ha 

asociado consistentementc con enfermedades en el hombre, pero otras dos especies 

también hemoHticas, L ivanovii y L seeligeri han sido implicadas en raras ocasiones 

(Vamam & Evans, 1991 ). 

Anterior al afto 1980, la L monocytogenes se reconocía como un patógeno 

importante principalmente de animales, siendo los rumiantes los más frecuentemente 

afectados (Seeliger, 1961; Brackett, 1988). En ganado vacuno y ovino, la bacteria se asocia 

con abortos y con encefalitis, y se consideraba que el hombre podia contaminarse y adquirir 

la enfermedad únicamente por contacto con éstos. 

Posteriormente, entre los aftos 1981 y 1987, debido a varios brotes ocurridos en 

Estados Unidos, Canadá y en Europa, se conoció el papel que juegan los alimentos como 

vehículo de transmisión de L. monocytogenes. 

La primera vez que se demostró que la listcriosis puede ser transmitida al hombre 

madiante los alimentos, fue en 1981 en Canadá, donde se presentó un brote causado por la 

ingestión de una ensalada de repollo ("coleslaw"). El alimento había sido preparado con 

repollo proveniente de una finca donde se utilizó como abono, estiércol de cabras 

contaminadas con el microorganismo (Schlech et al., 1983). A partir de esa fecha se ha 

acumulado suficiente evidencia para concluir que el principal modo de transmisión de 

Listeria monocytogenes al hombre es por los alimentos. Esto ha dado origen a gran 
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cantidad de investigaciones y a pesar de que el número de casos de listeriosis que se 

presentan en el mundo no es muy alto, la severidad y la alta mortalidad (mayor a 3<>-IÓ), 

justifican el gran esfuerzo que se realiza para establecer la incidencia en diferentes 

alimentos, así como de los métodos para el control de esta enfermedad. 

1.2 Listeriosls 

Si se dan las circunstancias adecuadas, cualquier persona puede infectarse con 

Listeria monocytogenes, pero en la mayoría de los casos no se presentan síntomas (Marth. 

1988). Sin embargo existen algunos grupos bien definidos que si se infectan, desarrollan la 

enfermedad Estos grupos incluyen mujeres embarazadas, recién nacidos, ni1ios y 

ancianos, y los adultos que tienen el sistema inmunológico comprometido. Este último 

grupo incluye a los enfermos de leucemia o cualquier otro tipo de cáncer, los enfermos de 

SIDA, alcohólicos y diabéticos, entre otros. 

En todos los casos, la primera fase de la enfermedad es entérica, pues se da una 

invasión de los macrófagos de la pared intestinal. En las personas sanas la enfermedad 

generalmente no se desarrolla más allá de esta fase intestinal y puede pasar desapercibida o 

presentarse un malestar general, diarrea y una fiebre leve (Marth. 1988). 
) 

En las personas que son susceptibles, la bacteria gana acceso a diferentes partes del 

cuerpo; el número de lesiones que se presentan, el tamafio así como su localización, varían 

de acuerdo con el modo de infección, la dosis del organismo y con la edad y la resistencia 

del individuo (Schlech. 1988; El Gazzar y Marth, 1991a). 

Aunque no existe duda de que los grupos antes mencionados poseen una mayor 

susceptibilidad a la listeriosis que la población "normal", estudios recientes seftalan que no 

debe por esto considerarse que los adultos sanos no puedan adquirirla. Se han descrito 

algunos brotes de listeriosis que involucraron personas sin ningún factor de predisposición 

conocido y un estudio de los jóvenes involucrados demostró que más de la mitad de los 
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pacientes eran sanos y no presentaban ninguna condición anormal de su sistema inmune 

(Vamam & Evans, 1991 ). 

Al respecto, algunos investigadores seftalan que los casos de listeriosis entre 

o a una virulencia excesiva de la cepa en particular. Pero también seftalan que existen 

diferencias individuales de resistencia entre las personas (Marth, 1988; Cox, 1989; Varnam 

& Evans, 1991 ). 

La listeriosis durante el embarazo se presenta con fiebre, escalofiios, dolor de 

cabeza, dolor de espalda y orina sin color. Estos síntomas pueden estar acompaftados de 

faringitis, diarrea y pielitis, pero la meningitis es poco frecuente. En algunos casos los 

sfntomas son leves. Durante la etapa en que los síntomas son aparentes, la L 

monocytogenes puede aislarse de la sangre, del cordón umbilical, del mucus vaginal y de 

los tejidos placentales. La infección de la madre generalmente (pero no siempre) lleva a la 

infección del feto ya sea por vfa transplacentaria o durante el parto. Algunas veces ocurre 

aborto o el niflo nace muerto cuando la madre se ha infectado. 

La infección del feto por vfa transplacentaria casi siempre resulta en una 

bacteremia, lo que propicia la diseminación de la bacteria a diversos órganos y tejidos 

(Seeliger, 1961). Los síntomas de la listeriosis del recién nacido varian, pero las más 

comunes son los problemas respiratorios, fallos del corazón, cianosis, rechazo del alimento, 

vómito y convulsiones. La mortalidad en recién nacidos es alrededor del 300.4 y pueden 

quedar secuelas en los que sobreviven (Evans et al., 1984). 

La meningitis por L monocytogenes afecta principalmente a los muy jóvenes, niftos 

y recién nacidos, y en adultos particularmente a varones mayores de SO aftos. La 

enfermedad se presenta súbitamente y los síntomas son muy severos. La mortalidad es alta 

(cerca del 700.4) cuando no se da tratamiento o éste se inicia tardiamente. 

La L. monocytogenes deriva su nombre del hecho de producir un sindrome muy 

parecido a la mononucleosis infecciosa. Generalmente se presenta una fiebre alta, una 

faringitis severa y una leucocitosis acompaftada de mononucleosis (aumento de glóbulos 
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blancos, especialmente de los linfocitos). Este cuadro se presenta acompeftado de una 

septicemia y en ocasiones, ésta da origen a la forma meningftica. 

Además de las formas de listeriosis descritas previamente, se pueden presentar otras 

como la listeriosis oculoglandular, que involucra una conjuntivitis localizada, neumonia, 

endocarditis, cutánea (nódulos que se toman pustulares ), artritis, peritonitis, osteomielitis y 

otros, aunque éstas no son muy frecuentes (Lovett, 1989). 

Respecto a la mortalidad debido a los brotes, Brad (1993) seftala que en Francia se 

presentan anualmente 3SO casos de listeriosis y 110 muertes, mientras que en E.E.U.U. se 

presentan 18SO casos de listeriosis y 460 muertes. 

1.3. L monocylofenq en el ambiente 

Este organismo está presente en la naturaleza en gran variedad de ambientes y 

además se encuentra en gran cantidad de animales salvajes y domésticos. Por esta razó~ se 

ha debatido en cuanto a si se debe considerar a esta bacteria como principalmente 

zoonótica o ambiental. Sin embargo, esta controversia no se considera fundamental para 

comprender cuáles son las rutas mediante las cuales un alimento puede contaminarse con 

L. monocytogenes y cuál es la interacción que se da entre el hombre, los animales y el 

ambiente (Vamam & Evans, 1991). 

L monocytogenes causa enfermedad en una gran variedad de animales y también 

puede encontrarse en el tracto intestinal de animales sanos o con infecciones subclfnicas. 

Se tiene información bien documentada de que el hombre puede adquirir la infección por 

contacto directo con animales enfermos o indirectamente por contacto con las heces 

(Marth. 1988). 

Los alimentos para animales son otra fuente reconocida de L. monocytogenes y son 

importantes en la transmisión de este organismo entre animales en las fincas, 

especialmente entre los nuniantes. Con frecuencia se ha incriminado a los ensilajes que se 

utilizan para alimentar el ganado en el invierno y se cree que una fermentación defectuosa 
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de los mismos permite que la bacteria se desarrolle. La bacteria está presente en el 

material que se ensila debido a que se le encuentra con mucha frecuencia en la vegetación 

y también por el contacto con animales (directo o heces) que la albergan. 

Además de los animales, el suelo en si es un reservorio importante del 

microorganismo. Se creé que L monocytogenes vive en forma saprofltica en asociación 

intima con el suelo (Weis & Seeliger, 197S) y se ha logrado aislar de suelos cultivados y 

vírgenes. Esta bacteria se encuentra en mayor número en el lodo y en los suelos húmedos 

que en la tierra seca. Sin embargo, la L monocytogenes acarreada por el polvo, puede 

contaminar alimentos, materiales de empaque, vehiculos de transporte y el ambiente donde 

se manejan o procesan los alimentos (Vamam & Evans, 1991). 

La asociación de L monocytogenea con la vegetación es de mucha importancia en 

la contaminación de los alimentos. La bacteria ha sido aislada de gran cantidad de plantas 

incluyendo putos, maíz, cereales y frijol de soya (Mitserlich & Marth, 1984; Bnck~ 

1988). Su presencia en la vegetación se relaciona con la infección de los rumiantes, los 

cuales pueden adquirir la infección de los pastos, especialmente los que se alimentan de 

vegetación natural. 

L. monocytogenes también está presente en el ciclo del agua (Watkins & Slcath, 

1981) y ha sido aislada de aguas de rlo, de lagos y de canales. Posiblemente la bacteria 

llega a éstos de la tierra y la vegetación por la escorrentia, pero son de maxor importancia 

las descargas de aguas negras y las aguas residuales de los mataderos y plantas 

procesadoras de aves (Watkins & Sleath, 1987; Brackett, 1988). 

Por lo anterior, debe tenerse en cuenta que el agua no tratada puede ser una fuente 

de infección de L. monocytogenes para el hombre y los animales. Asimismo se debe 

reconocer que existe un riesgo de contaminación cuando se utiliza agua de rlos para irrigar 

los cultivos y para lavar las cosechas. La Figura 1 resume en forma gráfica los ciclos de 

infección por Listeria monocytogenes que se dan en la naturaleza y su relación con los 

alimentos consumidos por el hombre. 

Varios investigadores (Coleman, 1986; Surak & Barefoot, 1987; Griffiths, 1989) 

han estudiado la capacidad que tiene L monocytogenes para colonizar el ambiente de las 
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plantas procesadoras de alimentos y han detenninado que la bacteria puede establecerse en 

los equipos. 

Se considera que la fuente primaria de L monocytogenes en las plantas 

procesadoras son los pisos y los desagOes y de aquí puede pasar a las superficies que entran 

en contacto con los alimentos (Cox et al., 1989). En Costa Ri~ Oream.uno (1994) realizó 

un estudio para determinar la presencia de L monocytoge1U1S en diez pequeftas plantas 

productoras de queso blanco en la zona de Santa Cruz de Turrialba, encontrando que estaba 

presente en 60-!Ó de ellas. El mismo autor seftala que los desagOcs constituyen un punto 

importante como indicador de la contaminación por L. monocytogenes en las plantas 

estudiadas. 
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Figura l. Posibles vfas de infección del hombre 

con L. monocvtof!enes 

La naturaleza ubicua de L monocytogenes significa que existe una alta probabilidad 

de que se encuentre presente en cualquier planta pr-ocesadora de alimentos y por lo tanto, 
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su presencia debe tomarse en cuenta en relación con los procesos de higienización que se 

aplican. Se ha considerado que el control de este patógeno en las plantas procesadoras 

debe ejercerse a través de las buenas prácticas de manufactura, las cuales no deberlan ser 

muy diferentes de las que se aplican para el control de otras bacterias patógenas no 

esporuladas (El Kest y Marth, 1988). Sin embargo, Engel (1988) ha seftalado que las 

medidas para el control de Listeria deben aplicarse con mayor rigurosidad y atención en los 

detalles que las que se toman para el control de los patógenos tradicionales. 

1.4 L monocytogenes y su relación con productos lideos. 

• Brotes de listeriosis relacionados con productos lácteos 

Aunque L. monocytogenes ha sido aislada de una amplia variedad de alimentos, 

solo unos pocos tipos han sido relacionados con brotes de listeriosis. El grupo de alimentos 

que con mayor frecuencia se ha asociado a la transmisión de esta enfermedad es el de los 

productos lácteos. La leche pasteurizada y sin pasteurizar, asf como los quesos, han sido 

identificados como causantes de varios brotes de listeriosis (Varnam & Evans, 1991). 

Uno de los primeros brotes de esta enfermedad ocurrió en Massachusetts, E.U.A. en 

1983, donde el consumo de leche pasteurizada causó 49 casos de los cuales 14 murieron. 

Aunque epidemiológicamente no se pudieron establecer las circunstancias que propiciaron 

este brote, se sugirió que la resistencia térmica de la cepa de L monocytogenes era tan alta 

que logró sobrevivir al proceso de pasteurización (Fleming et al., 1985). 

El primer brote de listeriosis asociado con queso ocurrió en California, E.U.A., 

donde un queso suave de tipo mexicano fue el vehfculo transmisor. En este brote murieron 

29 personas de las 86 afectadas (James et al., 1985). Un afto después, en 1986 en 

Inglaterra, se dio el caso de una mujer que enfermó de meningitis por L monocytogenes 

debido al consumo, varios dias antes, de un queso suave que babia sido importado a ese 

pais ( Prentice y Neaves, 1988 ). 
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En 1987, en Filadelfia, E.U.A, se presentó un brote de listeriosis en el cual 

murieron 14 de las 31 personas afectadas. Aunque no se pudo probar, se sospechó que el 

vehículo de transmisión babia sido helados (El-Gazzar y ~ 1994 ). También en 1987, 

un brote de listeriosis en Suiza se asoció con el consumo de queso Vacherin Mont d'Or 

contaminado (El- Kest y~ 1988). En ese pais Kvenberg (1988) menciona que entre 

los afios 1983 y 1987 ese tipo de queso provocó por lo menos 122 casos de listeriosis de los 

cuales 31 murieron. 

Existen varias razones que pueden explicar porqué los productos lácteos han sido 

incriminados en la mayoria de los brotes de listeriosis. Destaca entre éstas la facilidad con 

que la leche puede contaminarse con este organismo. La leche está expuesta a un gran 

número de fuentes de contaminación que van desde los pastos o ensilaje, que sirven de 

alimento a los animales, hasta la alta probabilidad de que el ambiente (lecherfas) donde se 

produce esté contaminado con esta bacteria debido a la presencia frecuente de boftiga 

(Brackett, 1988). 

Según Asperger et al. (1991), los factores que propician la introducción de Listeria 

a los lugares donde se procesan alimentos son la materia prima (en este caso la leche 

cruda), el aire, el agua y el personal. En relación con el personal, estos autores 

determinaron que un factor muy importante para introducir el patógeno a la lecheria son los 

zapatos (botas de hule), los cuales frecuentemente están contamiMdos con mezclas de lodo 

y boftiga. Por otra parte, las vacas no solo pueden excretar el organismo en las heces, sino 

que pueden hacerlo en la leche, lo cual fue demostrado por Kampelmacher (1962) y 

además, se sabe que esta bacteria puede dar origen a cuadros clínicos de mastitis en las 

vacas, por lo que en estos casos, su presencia en la leche en altos números es factible. 

Otros factores importantes que determinan que los productos lácteos sean los que 

con mayor frecuencia se incriminan en brotes de listeriosis son: (1) la leche y sus derivados 

proveen un excelente medio de cultivo para que la bacteria se multiplique; (2) el 

almacenamiento en frio de la mayoria de los productos lécteos no es un control efectivo 

para el crecimiento deL monocytogenes, puesto que se ha comprobado su naturaleza 

sicrotrópica (Lovett, 1989); (3) la leche, debido a su composición, puede ejercer un efecto 
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protector a la bacteria, de manera que no es afectada por la alta acidez de los jugos 

gástricos (El-Gazzar y Marth, 1991 ); ( 4) se ha cuestionado el efecto que tienen los 

tratamientos termicos de "tiempo corto - alta temperatura" sobre este organismo, sobre 

todo porque algunas de las formas pueden encontrarse intracelularmente (Lov~ 1987. 

Doyle et al., 1987; Bradshaw et al., 1987) y (S) si la pasteurización fuera efectiva existe 

alguna probabilidad de que la leche (o producto lácteo) se recontamine por manipulación o 

por contacto con equipo contaminado. Al respecto, Snelling, et al.(1991) demostraron que 

Listeria monocytogenes sobrevive por más de dos horas en los dedos de personas que 

fueron contaminadas con una suspensión de la bacteria en leche. 

Lo seftalado anteriormente en relación con los brotes de listeriosis; su alta 

mortalidad y su estrecha relación con los productos lácteos, tuvo como resultado una alerta 

a nivel mundial en la industria láctea, que generó gran cantidad de estudios con el fin de 

establecer la incidencia de L. monocytogenes en la leche, asf como en diversos productos 

lácteos. 

• Incidencia de L. monocytogenes en leche y productos lácteos. 

Dos estudios reali:rados en los Estados Unidos de Norteamérica revelaron 

incidencias en leche cruda de 4,7% (Lovett, et al. 1987) y de 12% (Hayes, et al. 1986); 

mientras que en Holanda, Beckers, et al. (1987) encontraron un 7,,.,./o de muestras 

positivas. En otros países europeos la incidencia de este patógeno en leche cruda varia 

desde un 4% en Francia (Skongaard, 1988) basta un 4S% reportado en Espafta por 

Domfnguez Rodríguez, et al. ( 198S). Estos últimos investigadores estudiaron, en 1986, la 

presencia de L. monocytogenea en leche pasteurizada de una planta procesadora en Madrid 

y encontraron 21% de las muestras positivas (Domfnguez Rodríguez et al., 198S). 

En Ontario, Canadá, Farber (1988 a) encontró una incidencia de L. monocytogenes 

en leche cruda de 1,3%; Gasparovic (1987), mencionado por Terplan (1989), reporta una 

incidencia de 0,3% en la región sur de Alemania y Busse, et al. (1990), también en 

Alemania y mencionado por Terplan (1989), informan una incidencia del 1%. Al igual 
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que Lovett et al., (1987) en California, Ellner et a/.(1991) en Costa Rica no encontraron 

ninguna muestra positiva de las estudiadas. Sin embargo, Oreamuno (1994) encontró que 

lDl 20% de las muestras de leche cruda provenientes de Turrialba, Costa Rica, presentaban 

el patógeno. 

Como se aprecia las incidencias encontradas varian mucho y al respecto Varnam y 

Evans (1991) seftalan que hay muchos factores que inciden en estos estudios, como son la 

concentración de la bacteria en la leche, el número de muestras analizadas y las diferencias 

debidas a las estaciones climáticas . 

Después de que se dieron los brotes de listeriosis que involucraron a quesos suaves, 

este tipo de alimento fue sujeto a una estrecha vigilancia microbiológica y 

L.monocytogenes se encontró en los quesos de los tipos Liederkranz, Morbier Rippoz, 

Touve de Aubier, Fromages des Burans, Brie y diferentes quesos suizos (Ryser y Marth. 

1987 a). También se aisló de quesos daneses, lo que afectó mucho a los exportadores de 

ese país pues fueron obligados a retirarlos del mercado (Olsen, 1988). Lo mismo ocurrió 

en 1986 con los quesos franceses tipo Brie, los cuales fueron retirados del mercado 

estadounidense en un 6()0/Ó (Vamam y Evans, 1991 ). 

En Costa Rica, Ellner el al. ( 1991) encontraron L. monocytogem~s en 1 00/o de las 

muestras de queso blanco que se expenden en el mercado central; posteriormente, Monge 

el al. (1994), encontraron un 45% de las muestras analizadas contaminadas. Por otra parte, 

Oreamuno ( 1994) en Turrialba Costa Rica, encontró un 1 S% de los quesos recién 

procesados positivos por esta bacteria Otros estudios sobre la presencia de 

L. monocytogenea en productos lácteos indican que la bacteria está presente en helados 

(Rsenow y Marth, 1987 a); en leche cultivada (Stajner el al., 1979), en crema (Olsen el al., 

1988), en leche chocolatada y suero de mantequilla (El - Gazzar y Marth. 1991 a). 

Al conocene que muchos de los productos lácteos se encontraban contaminados 

con L. monocytogenes, surgieron investigaciones tendientes a evaluar el efecto sobre esta 

bacteria, de los factores utili:rados con mayor frecuencia para controlar microorganismos 

patógenos en los alimentos como son: las temperaturas altas y bajas, la acidez y las 

concentraciones altas de sal . 
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• Efecto de factores adversos sobre L. monocytogenes. 

Uno de los primeros aspectos que se estudió fue la resistencia al calor que presenta 

la bacteria sobre todo cuando se conoció que esta se encontraba presente en muchos 

productos pasteurizados. En 1985 en Estados Unidos, la Administración de Alimentos y 

Drogas (FDA) llevó a cabo un estudio para evaluar la inactivación térmica de la cepa de 

L monocytogenes aislada de pacientes del brote de listeriosis ocurrido en 1983. Los 

resultados indicaron que la leche inoculada con 1 o' organismos por mL presentaba un 

valor D, a 71,7 OC, de 0,9 segundos y concluyeron que el tiempo y temperatura de 

pasteurización comúnmente utilizado de 71,7 OC por 1S segundos era adecuado para 

destruir el organismo en la leche (Bradsbaw et al., 1987). 

No obstante a que los resultados del estudio antes mencionado parecteron 

concluyentes prevalecía la duda pues se tenían datos de experimentos que seftalaban que se 

podia recuperar la bacteria después de calentar una suspensión de L. monocytogenes ( 5 • 

104 1 mL de leche), a 61,7 OC por 3S seg. (El- Gazzar y Marth, 1991a). Este último 

experimento fue repetido por Donnelly et al. (1986) y concluyeron que la sobrevivencia 

obtenida se debía a deficiencias del método empleado. 

Otro estudio al respecto fue realiVIdo por Doyle et al. ( 1987), pero esta vez no 

utilizaron una suspensión de la bacteria en la leche sino que inocularon las vacas, de 

manera que la leche que se obtenía estuviera contaminada Ellos pudieron recuperar 

Lmonocytogenes después de tratamientos térmicos de 71,7 a 73,9 OC por 16,4 segundos 

pero no pudieron recuperarla cuando aplicaron temperaturas de 76,4 a 77,8 OC por 15,4 

segundos. Además observaron que en todos los leucocitos polimorfonucleares de la leche 

se podia encontrar un promedio de l,S a 9). células de L monocytogenes, lo que los llevó a 

concluir que estas formas intracelulares tenían una mayor resistencia térmica. 

En los productos lácteos, el almacenamiento a temperaturas de refrigeración es muy 

usado debido a que se inhibe el crecimiento de bacterias patógenas como Salmonella y 

otras y también se aumenta su vida útil al alargar el tiempo de generación de los 

organismos que causan el deterioro. Sin embargo los estudios reaJi:zados para ver el efecto 
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de las temperatw'as bajas sobre L. monocytogenes indican que no inhiben su crecimiento, 

por el contrario al ser sicrotrópica, aumenta en número. Más relevante aún es que se haya 

determinado que los cultivos de L. monocytogenes crecidos a 4 OC son mas patogénicos 

que los incubados a 37 OC (El - Gazzar y Marth, 1991 ). 

Otro factor importante para el control de los patógenos es la acidez del medio, ya 

que muchos de ellos se ven inhibidos para crecer a pH bajos. Los estudios realizados con L. 

monocytogenes revelan que ésta puede crecer en un ámbito de pH entre 5,0 y 9,6 y que su 

pH óptimo de crecimiento se encuentra alrededor de pH 7,0 aunque le favorece una ligera 

alcalinidad (Donnelly et al., 1992). Por otra parte, Brackett (1988) establece que el rango 

de pH en el cual L. monocytogenes puede crecer es de 5,6 a 9,8. 

Una observación muy significativa fue la informada por Sorrels et al. (1989) al 

encontrar que L. monocytogenes puede crecer a pH 4,4, un valor bastante más bajo de lo 

que babia sido reportado. Asimismo, Doyle (1988) encontró que puede crecer a pH .S,O y 

Petran (1988, 1989) también observó crecimiento a pH 5,0 a una temperatura de 30 OC, 

determinando además que un pH de 4,2 inhibe su crecimiento. 

En cuanto a la tolerancia de L. monocytogenes al cloruro de sodio, se ha logrado 

establecer que puede crecer a una concentración de 1 00/o y que puede sobrevivir hasta por 

un afto a 16% de NaCl cuando el pH es de 6,0 (Seeliger, 1961). Otros estudios realizados1 

por Conner et al. ( 1986) y por Sabamot et al. en 1980 (citado por El - Gazzar y Marth, 

1991 a) confirman la alta tolerancia que tiene esta bacteria a la sal. 

Un estudio rea1imdo por Papageorgiou y Marth (1989) utilizando leche descremada 

y suero de queso, ambos con 12% de sal e inoculados por separado con dos cepas de 

L. monocytogenes, revelaron que se requiere entre SS y 130 dias a 22 OC para que las cepas 

se inactiven. A esta temperatura el tiempo de inactivación dependió del sustrato y de la 

cepa. Sin embargo, si los sustratos inoculados (leche descremada y suero de queso con 

12% de NaCl) se incubaban a 4 OC no se encontraron diferencias entre los experimentos y 

en todos los casos después de 130 dias de almacenamiento la disminución de las 

poblaciones era de un orden de magnitud menor a 0,7. La temperatura baja redujo la 

acción da.ftina de la sal sobre la bacteria. Estos resultados fueron de gran utilidad pues 
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llamaron la atención sobre el peligro que representan el suero de queso y la leche con sal 

que se usan como salmueras en la elaboración de ciertos quesos y los cuidados que se 

deben tener para evitar la contaminación de éstos con el patógeno . 

• Estudios de supervivencia de L. monocytogenes en productos lácteos. 

Con el fin de contribuir al control de L monocytogenes en los productos lácteos, se 

han llevado a cabo estudios de supervivencia del microorganismo durante los procesos de 

elaboración, asi como de su comportamiento durante el almacenamiento para determinar si 

el producto permite o inhibe el crecimiento. 

Para determinar la capacidad de crecimiento en leche integra, leche descremada y 

leche chocolatada, Rosenow y Marth (1987) esterilizaron en autoclave muestras de los 

productos, los inocularon con L. monocytogenes y los incubaron a diferentes temperaturas 

(4, 8, 13, 21, 35 OC). Observaron que la bacteria tuvo un crecimiento similar en todos los 

productos y que el ritmo de crecimiento aumentaba al aumentar la temperatura de 

incubación. Este experimento logró establecer que la bacteria no solo sobrevive a 4 OC sino 

que se puede multiplicar en estos productos. 

Doyle et al. (1985) llevaron a cabo un estudio para determinar el comportamiento 

de la bacteria durante el proceso de secado. Utilizaron leche descremada inoculada con 

105-106 UFC/mL de L. monocytogenes y la sometieron al proceso de secado por aspersión 

para luego almacenarla a 25 OC por 16 semanas. Observaron una reduct;ión de 1- 1,51ogl0 

después del proceso y determinaron que el organismo morfa progresivamente durante el 

almacenamiento. 

Olsen et al. (1988) inocularon crema con L monocytogenes para hacer mantequilla 

y elaboraron el producto. La mantequilla resultante tenia mucho menos células del 

patógeno, entre 2,6 - 7 ,90.4 que lo inoculado. La mantequilla contaminada se almacenó a 

diferentes temperaturas hasta por 70 dias. Observaron que la bacteria aumentó en número 

cuando se almacenó a 4 y 13 OC, con poblaciones máximas alrededor de los 45 dias de 

almacenamiento. 
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Se ha reportado que L. monocytogenes puede permanecer viable en yogwt, 

inoculado después de preparado, hasta por 27 días, asf como en suero de mantequilla 

cultivado (El - Gazzar y Marth, 1991 a). 

En quesos se han llevado a cabo gran cantidad de estudios inoculando la leche con 

el patógeno y luego preparando con ésta los quesos. Ryser et al. (1985) estudiaron queso 

cottage y observaron que el número se mantenía constante hasta que se sometfa al proceso 

térmico, después del cual no pudieron detectar su presencia. Ryscr y Marth (1987 a) 

estudiaron el comportamiento de la bacteria durante la elaboración y almacenamiento de 

queso cheddar y concluyeron que la Listeria podfa ser detectada después de 434 dfas de 

maduración, aún cuando el nivel de inoculación de la leche había sido de 500 células 1 mL. 

Ryser y Marth (1987 b) elaboraron queso Camembert a partir de leche inoculada con 500 

UFC/ mL de Listeria y encontraron que 24 horas después la bacteria habfa aumentado a 

5000 UFC/g de queso. Durante el almacenamiento por 56 dfas la bacteria permaneció y en 

la última etapa de la maduración llegó a niveles de 107 UFC/g en la parte externa del queso, 

donde a su vez el pH había aumentado hasta 7,0 por efecto del crecimiento de los hongos 

(Penicillium camemberti). 

Muchos otros quesos han sido igualmente estudiados: tipo Colby (Yousef y Marth, 

1988), queso feta (Papageorgiou y Marth, 1989 a), queso azul (Papageorgiou y Marth, 

1989 b), queso parmesano (Yousefy Marth, 1990) y queso Brick (Ryser y Marth, 1988 b) 

y en todos, excepto en el parmesano, se encontró que L. monocytogenes podía permanecer 

viable constituyendo \D1 peligro potencial para la salud. 

De los estudios antes citados se puede concluir que la posibilidad de que 

Lmonocytogenes sobreviva a los diferentes procesos de elaboración de queso depende 

principalmente de la existencia de procesos térmicos durante la elaboración, asf como de la 

intensidad de los mismos. Posteriormente, durante la maduración y el almacenamiento si la 

bacteria se multiplica o se inhibe depende de factores como: la composición del queso 

(% de humedad, pH, concentración de sal, entre otros), el tipo de cultivos lácticos 

empleados y la temperatura. 
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En Costa Rica el queso blanco fresco es de gran consumo popular y se estima que el 

41,5% de la producción de leche se destina a la producción de este tipo de queso, la 

mayoria en forma artesanal (Diaz, et al. 1994 ). 

Un estudio realizado por Ivankovich y Aguilar (1989) reveló que el consumo anual 

de queso en Costa Rica ascendió a un nivel cercano a los 26000000 Kg, de los cuales el 

76, '7-;ó era queso blanco producido en queserías artesanales. Otro estudio realizado por 

Ivankovich et al. (1989) indica que el consumo percápita anual en este pafs es de 4 -S Kg . 

El queso blanco fresco elaborado a partir de leche cruda, como se produce 

tradicionalmente en Costa Rica, presenta un alto riesgo de encontrarse contaminado con 

Listeria monocytogenes y además ofrece óptimas condiciones para el crecimiento masivo 

de la bacteria, debido a su alto contenido de humedad, alta dispombilidad de nutrimentos, 

una concentración de sal entre 1-3% y a su almacenamiento a temperaturas de refrigeración 

o mayores (Wexler, !991). 

Motivada por lo anterior, Wexler (1991) realizó un estudio de supervivencia y 

comportamiento durante el almacenamiento de Listeria en el queso blanco típico de Costa 

Rica. La leche fue inoculada con L. innocua (10/mL) y el queso elaborado siguiendo el 

método tradicional. Analizó el efecto de agregar o no un cultivo láctico, diferentes tipos de 

empaque y diferentes temperaturas de almacenamiento. 

Los resultados del experimento revelaron que a los 3 dias de almacenamiento, en el 

queso sin cultivo láctico, la Listeria babia alcanzado poblaciones de lOs UFC/g. Determinó 

además que el tipo de empaque no influyó en el crecimiento de la bacteria, mientras que la 

presencia de un cultivo láctico logró retardar su crecimiento, destacando finalmente que 

ninguna de las variables estudiadas logró inhibir completamente el desarrollo de la Listeria 

en el queso. 

• Efecto de cultivos lácticos sobre L monocytogenes. 

Los cultivos lácticos se utilizan en la producción de quesos con el fin de impartirles 

las caracteristicas de sabor, aroma y textura propios a cada uno, pero además, una función 
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importante de estas bacterias es inhibir la flora natural, la cual incluye bacterias que causan 

deterioro y patógenas, si las hubiera (Schaack y Marth, 1988 a). 

El efecto inhibitorio de las bacterias tácticas se debe a varios factores, entre los que 

destacan la formación de ácidos orgánicos como el láctico y el acético a partir de los 

carbohidratos, lo que a su vez causa un descenso en el pH Ambos, los ácidos y el pH bajo, 

tienen efecto antagónico sobre otros microorganismos. Además, estas bacterias producen 

peróxidos (agentes oxidantes con acción antim.icrobiana); reducen el potencial redox (Eh) 

al consumir el oxigeno presente y compiten por los nutrimentos disponibles (Northholt, 

1984; Leistner, 1990). 

Varios autores (Choi et al., 1988; Schaack y Marth 1988 a; Schaack y Marth 1988 

b) han demostrado que los cultivos lácticos tienen propiedades antagónicas contra Listeria 

monocytogenes. Por otra parte, algunas bacterias tácticas pueden inhibir a otras bacterias, 

debido a la elaboración de compuestos antimicrobianos conocidos como bacteriocinas 

(Carminati et al., 1989; Him, 1992). Asimismo, Carminati et al. (1988) encontraron que 

ciertos cultivos de Streptococcus lactis eran capaces de producir bacteriocinas inhibitorias 

para L monocytogenes. 

Wexler (1991), al determinar que la única variable que produjo un retardo en el 

crecimiento de L. innocua en el queso blanco elaborado a partir de leche cruda, fue el uso 

de un cultivo láctico; consideró que la inhibición era limitada debido a la competencia que 

presenta la microflora natural de la leche. Por esta razón, el presente trabajo pretende 

establecer si el uso de cultivos lácticos es más efectivo para inhibir L. innocua cuando el 

queso blanco se elabora a partir de leche pasteurizada. 

1.~ Listerla innocua eomo indkador biológko 

La Listeria innocua posse caracterfsticas bioquimicas y de cultivo muy similares a 

la L monocytogenes tanto asi que se le aplicó el epfteto innocua para denotar que la 

diferencia entre ambas es su inocuidad en relación con la patogenicidad de 
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L. monocytogenes (Scclliger y Joncs, 1986). La principal diferencia fisiológica es la 

producción de hemolisinas por parte de L. monocytogenes lo que resulta en la positividad 

de la prueba de CAMP y en la de hemólisis como se aprecia a continuación: 

Caracterfstica L. monocytogenes L. innocua 

Beta hemólisis + 
Prueba de CAMP (S. aureua) + 

Movilidad (a 20 - 25 OC) + + 
Catalasa + + 
Reducción de N03 a N(h 

Hidrólisis urea 

Rojo metilo + + 
V oges Proskauer + + 
Fosfatasa + + 
Fermentaciones: 

glucosa + + 
esculina + + 
maltosa + + 
ramnosa + V 

xilosa 

manitol 

lactosa 
V + 

sacarosa 

La similitud entre las dos especies ha sido de utilidad en la investigación del 

comportamiento de L. monocytogenes cuando se llevan a cabo estudios de supervivencia en 

alimentos bajo condiciones similares de proceso. Lo anterior debido a que, aunque seria 
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ventajoso trabajar con L. monocytogenes, se considera que el nesgo que se corre es 

demasiado (Fairchild y Foegeding, 1993). 

En la industria alimentaria es frecuente el uso de indicadores biológicos en estudios de 

supervivencia de patógenos y para evaluar el comportamiento de los mismos durante los 

procesos, debido a que sus caracteristicas son similares a las del patógeno sin serlo. Tal es el 

caso del uso de Clostridium sporogenes en la industria de enlatados, el cual se utiliza como 

indicador biológico de la efectividad de los procesos con respecto a Clostridium botulinum 

(Fairchild y Foegeding, 1993). Foegeding y Stanley (1991), encontraron que L. innocua 

(ATCC 33091) es un indicador biológico apropiado para la evaluación de la letalidad de L. 

monocytogenes durante el procesamiento de la leche y Fairchild y Foegeding (1993) 

desarrollaron cepas de L. innocua (ATCC 33091) par ser utilizadas como indicadores de L. 

monocytogenes durante el procesamiento ténnico de los alimentos señalando que su uso 

contribuía a awnentar la segwidad de los mismos. 

Un estudio realizado por Fairchild et al. (1994) demostró que la cinética de 

inactivación de L. innocua en leche descremada sometida a un sistema de proceso de flujo 

continuo no diferia significativamente de la de L. monocytogenes. Encontraron, además, que 

L. innocua podía ser recuperada facilrnente en agar tripticasa soya, sin interferencia de la 

microflora presente y que ésta era una de las células vegetativas más resistentes al calor, en la 

tache inoculada, lo que los llevó a concluir que, L. innocua era un indicador válido para este 

tipo de estudios. 

Listeria innocua ha sido utilizada, para realizar varios estudios de supervivencia, 

durante la elaboración de quesos, para evitar el riesgo que se deriva del uso de L. 

monocytogenes. Al respecto Wexler (1991) señala, que escogió trabajar con L. innocua en 

su estudio de supervivencia en queso blanco, debido a la similitud de las caracteristicas 

bioquímicas y de cultivo entre ambas especies y justifica su decisión en el resultado de varias 

investigaciones, de este tipo, realizadas en institutos científicos (principabnente en Alemania) 

donde se prefirió trabajar con L. innocua, permitiendoles lograr conclusiones válidas para 

ambas especies. 
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1.6 Objetivos 

• Objetivo general 

Detenninar y comparar el efecto de dos tipos de cultivos lácticos comerciales en la 

supervivencia y crecimiento de Listeria innocua en queso blanco fresco elaborado a partir de 

leche pasteurizada. 

• Objetivos específicos 

- Establecer si Wl cultivo láctico mesófilo compuesto por Lactococcus lactis y 

Lactococcus cremoris, es capaz de inhibir L. innocua durante la elaboración y 

almacenamiento del queso. 

- Establecer si un cultivo láctico termófilo compuesto por Streptococcus thermophi/us 

y Lactobaci//us bulgaricus es capaz de inhibir L. innocua durante la elaboración y 

almacenamiento del queso. 

- Estudiar el comportamiento de los dos tipos de cultivos lácticos mencionados, frente 

a L. innocua, durante el ahnacenamiento del queso hasta por 20 días a dos temperaturas 

diferentes. 
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11. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Ubicación del provecto 

El proyecto se llevó a cabo en la Planta Piloto del Centro de Investigaciones en 

Tecnología de Alimentos (CITA) de la Universidad de Costa Rica, con la colaboración de 

las áreas de Lácteos, Quínúca y Microbiología . 

2.2 Materias primas 

• Leche cruda 

Fue proporcionada por la Estación Experimental Alfredo Volio Mata, ubicada en 

Ochomogo, Cartago. La leche se recogió en un tarro lechero de aluminio de 20 litros de 

capacidad, para ser pasteurizada el mismo día. 

Tanto la leche cruda como la pasteurizada fueron atizadas química y 

microbiológicamente antes de la elaboración de cada queso, según se indica más adelante. 

• Calcio 

Se adicionó en forma de CaCh, cuya concentración es del 46%, marca CALCIV AC 

de la casa fabricante VACO S.A. 

• Cultivo Láctico 

Los cultivos liofilizados comerciales que se utilizaron, son de la marca 

CHR..HANSEN'S, y presentan las siguientes características: 



Cuadro l. Características de los cultivos lácticos utilizados en la 

elaboración del queso. ( * ) 

Tipo Composición 
.. 

Mesóftlo 95% Lactococcus lactis subsp. lactis 

5% Lactococcus lactis subsp. cremoris 

Tennófilo 50% Streptococcus salivari~ subsp. thermophil~ 

50% Lactobaci/1~ delbrueckii subsp. bulgaricus 

("')Mas información al respecto en el Cuadro 12, Apéndice 1 

• Renina 

38 

Se utilizaron pastillas marca Marschall; cada pastilla (0,5 g) se disolvió en 75 mL de 

agua destilada, se agregó 1 mL de esta solución ( 5 a 1 O minutos después de preparada) por 

cada litro de leche. 

• Sa/Común 

Se utilizó sal refinada de tipo comercial. 
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2.3 Pruebas preliminares 

Las pruebas preliminares consistieron en la estandarización del proceso del queso 

blanco fresco a pequeña escala, así como la metodología de mantenimiento, activación y 

manipulación de la cepa de Listeria innocua. 

2. 4 Diseño experimental 

El diseño experimental consistió en un análisis factorial de 2x2x3x2x4, el cual se 

muestra en la Figura 2. 

2.5 Inoculación de la leche pasteurizada con Listeria innocua 

La cepa de Listeria innocua utilizada (serovar 6b) es identificada como SLCC 3423, 

correspondiendo a la cepa ATCC 33091 (American Type Culture Collection). Dicha cepa se 

mantuvo en caldo nutritivo y de aquí se tomó una asada para rayar en agar tripticasa de soya 

con 0,6% de extracto de levadura (ATSL), de donde se tomó una colonia , rayándose sobre 

agar sangre (AS) e incubándose a 37 °C por 24 horas. Luego se rayaron las colonias del agar 

sangre sobre agar Oxford (agar selectivo para Listeria), comprob~dose su pureza al 

observarse, después de 48 horas de incubación a 37 °C, las colonias típicas oscuras con halo 

negro. 

Cada vez que se requirió, se tomó una colonia de la cepa proveniente del AS, la cual 

se sembró en caldo tripticasa de soya y levadura (CTSL) incubándose a 37 °C, 48 horas 

antes de inocular la leche pasteurizada. 

La concentración de Listeria innocua en el caldo CTSL se determinó utilizando el 

método McFarland de comparación visual. Una vez obtenida la concentración, se hicieron 

diluciones seriadas hasta una concentración conocida aproximadamente de 10
4 

UFC de 

Listeria innocua por mililitro, de esta dilución se inoculó 1 mililitro por cada litro de leche 
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pasteurizada para tener una concentración inicial en la leche de 102 UFC/mL de leche. 

Como se mencionó anteriormente, trabajar con L. monocytogenes acarrea 

inconvenientes por su patogenicidad , debido a que tanto la elaboración del queso como los 

análisis microbiológicos de las muestras inoculadas, se realizaron en una planta piloto donde 

se trabajan diversos productos a la vez, con la presencia de gran cantidad de personal, así 

como el uso de cámaras comunes de almacenamiento, tales condiciones no son las más 

adecuadas para trabajar con cepas de microorganismos patógenos, por lo que se decidió 

utilizar la L. innocua como indicador biológico, cuyas características bioquímicas y de cultivo 

son similares a las de L. monocytogenes pero sin ser patógena, lo que permite extrapolar los 

resultados. 

2.6 Elaboración del queso 

El queso se elaboró siguiendo el diagrama de flujo que se presenta en la Figura 3, 

según lo describe Mayorga (1992). 

Se empleó el proceso de pasteurización lenta, directamente en el tarro lechero. 

Se adicionó cloruro de calcio al O, 02% como coadyuvante de la coagulación, agitando 

y esperando su difusión por 5 min. El cultivo láctico mesófilo se adicionó a la leche a 25 °C, 

mientras que el cultivo tennófilo a 37 °C. Luego la leche inoculada con el cultivo lácteo, se 

incubó por espacio de 30 min. 

Terminado este periodo se adicionó el cuajo como disolución, (una pastilla de cuajo 

disuelta en 7 5 mL de agua destilada), en una proporción de 1 mL por litro de leche, 

dejándose reposar a 37- 40 oc por 30 a 40 min. Formada la cuajada se hizo la prueba de 

corte para determinar su consistencia, procediéndose a cortarla . Se realizaron tres cortes, el 

primero horizontal y los otros dos verticales y perpendicularmente opuestos, obteniéndose 

cubos de 1 cm de arista. Se agitó por 5 min y se dejó en reposo otros S min. 

Después de desuerar la cuajada, se le adicionaron ~,6 g de sal refinada por litro de 

leche y se mezcló manualmente para luego moldear la cuajada dentro de un molde de acero 
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inoxidable, envuelta en una gasa t:Ijple y luego se sometió a WI prensado de 15 lb/ptgl por 1 O 

min en una prensa hldráulica, por último este se cortó con cuchlllo estéril en trozos 

rectangulares con WI peso aproximado de 50 g, empacándose seguidamente en bolsas de 

polietileno de baja densidad selladas con calor. 

Las muestras de queso se almacenaron en cámaras de refrigeración a 5 y 15 oc por 

periodos de 5, 10 y 20 días. 

2. 7 AnáHsis quínúcos 

Los análisis químicos de la leche cruda y la muestra de queso del día cero, para cada 

repetición, fueron realizados por el Laboratorio de Química del crr A, de acuerdo con las 

técnicas que se mencionan a continuación : 

• Preparación de la muestra de queso 

La muestra se cortó en tiras y se trituró finamente, mezclando con fuerza. Se pesó y 

analizó de inmediato después de homogenizar, como lo describe el procedimiento 955.30, 

AOAC(1990). 

• Sólidos totales: Se detenninaron siguiendo el método 948.12, AOAC (1990) con las 

modificaciones descritas en Torres y Lois (1993). 

• Proteína: Basado en el método 920.105 AOAC (1990) para leche y 920.123 para queso, 

este último con modificaciones descritas en Torres y Lois (1993). 

• Grasa: Se utilizó el método de Babcock, mencionado por Atherton y Newlander y 

descrito por Torres y Lois (1993). 

Acidez: Método por titulación 920.124 AOAC (1990) para queso y 947.05 AOAC 

(1990) para leche. 
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• pH: El pH se detenninó, para la leche cruda y la muestra de queso, directamente por 

inmersión del electrodo de un pHmetro marca Orion. 

2.8 Análisis microbiológicos 

• Los análisis microbiológicos realizados a la leche fueron: 

- Recuento total (leche cruda y pasteurizada): se utilizó la técnica por vaciado en agar 

estándar, con diluciones decimales seriadas e incubando a 30 oc por 72 horas (IDF, 1989). 

- Recontaminación (leche pasteurizada): esta prueba consistió en dejar tres volúmenes de 

leche pasteurizada (10, 1, 0.1 mL) a temperatura ambiente por 24 horas y luego se rayaó una 

asada en placas de agar bilis rojo violeta, incubando a 30 oc por 24 horas para aplicar la 

técnica del Número Mas Probable (NMP) (IDF, 1989). 

• Cuantificación de Listeria en el queso 

Para el análisis del queso preparado, se tomó una muestra de 1 O g del centro del trozo 

empacado y se sometió a enriquecimiento selectivo, el cual consistió en hacer de la muestra 

homogenizada, tres diluciones decimales seriadas en tubos, los cuales contenian 9 mL de 

caldo Lovett, incubándolos luego por 7 días a 30 °C. 

Concluido el periodo de incubación se llevó a cabo la prueba conft.rmatoria, rayando 

sobre Agar Oxford la serie de tres tubos, en una placa seccionada en tres, luego se incubó a 

37 oc por 48 horas y se obtuvo el número de tubos positivos por cada trio de cada dilución y 

se detenninó el número más probable de Listeria por gramo de queso (IDF, 1989). 
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2.9 Análisis estadistico de los resultados 

• Análisis de Varianza 

Con un programa estadístico (SPSS/PC-Statístics Package for Social Sciences ed 

1986 Canadá) se aplicó un análisis de varianza a los datos obtenidos para las diferentes 

repeticiones del diseño experimental, se comparó la presencia y ausencia de cultivo láctico así 

como el tipo de cultivo, la dosis aplicada, las temperaturas de incubación y la variación del 

pH como factores inhibitorios de la supervivencia y el crecimiento de Listeria durante el 

almacenamiento del queso. (García, 1993) 

• Análisis de Regresión Lineal 

Los datos por triplicado del crecimiento de la bacteria y la variación del pH se 

promediaron aritméticamente; estos datos se graficaron utilizando un análisis de regresión 

lineal en una computadora con el programa Harvard Graphics. 
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111. RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1 Crecimiento deL innocua en el queso sin cultivo láctico 

El queso fue elaborado a partir de leche pasteurizada inoculada con L. innocua para 

obtener una concentración de aproximadamente 102 UFC/mL. Este nivel de inoculación fue 

escogido para realizar el estudio ya que Kampelmacher (1962) ha demostrado que la leche 

puede estar contaminada normalmente con cantidades que oscilan entre 101 y 1<Y UFC/mL. 

Por otra parte, en varios estudios realizados con el fin de estudiar el comportamiento de 

Listeria monocytogenes en diferentes quesos, se utilizaron niveles de inoculación que 

variaron entre 101 y l<Y UFC/mL (Ryser y Marth, 1987 a; Ryser y Marth, 1987 b; 

Papageorgiou y Marth, 1988; Yousefy Marth, 1988; Wexler, 1991). El queso sin inóculo 

fue preparado en 3 oportunidades diferentes a manera de control para las pruebas realizadas, 

utilizando cultivos lácticos mesófilos (3 repeticiones) y termófilos (3 repeticiones). 

En todos los casos los quesos fueron empacados en bolsas de polietileno, 

escogiéndose este empaque debido a que es el más utilizado en nuestro país por su bajo costo 

y fácil obtención. Además, Wexler ( 1991) demostró que el tipo de empaque no tiene 

influencia sobre el crecimiento de L. innocua en el queso blanco. 

Una vez elaborado y empacado, el queso fue almacdhado a las temperaturas utilizadas 

en el estudio ( 5 y 15 OC), las cuales fueron seleccionadas, primeramente porque este 

producto debe ser almacenado en refrigeración, por lo que 5 °C representa una temperatura 

ideal de almacenamiento; en segundo lugar 15 OC, debido a que en muchas oportunidades las 

refrigeradoras en establecimientos comerciales se encuentran a temperaturas próximas o 

mayores a ésta. Con respecto a este último argumento, Jiménez y García (1993) en un 

estudio realizado con ceviche encontraron que el promedio de temperaturas de las 

refrigeradoras era de 17 oc, señalando que una de las razones para esto es la gran cantidad de 

veces que se abre durante el expendio de productos. 
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Por otra parte, Saguy (1992) señala que las condiciones de tiempo y temperatura 

tipicas para un alimento que debe mantenerse refrigerado, varian no sólo en el lugar de 

expendio sino durante el viaje al hogar y en el hogar mismo y la temperatura por ejemplo 

puede fluctuar en el lugar de venta entre 8,4 y 15,6 OC, awnentando durante el transporte al 

hogar en un ámbito que va de 12,2 a 18,4 °C, siendo importante también la temperatura de 

almacenamiento en el hogar, la cual puede variar entre 6,0 y 11,7 °C. 

En las Figuras 4 y 6 se puede observar el comportamiento de L. innocua en el queso 

sin inocular almacenado a 5 °C. Como es evidente, al tiempo cero el nivel de Listeria había 

aumentado en 1,69 ciclos log, esto en las aproximadamente 3,5 hr que dura la elaboración 

del queso. Posteriormente la Listeria se desarrolla hasta alcanzar cerca de 107 UFC/g de 

queso, a los 20 días de almacenamiento. 

En las Figuras 5 y 7 se obseiVa la cUIVa de crecimiento de la Listeria innocua en el 

queso almacenado a 15 °C. Obviamente el nivel al tiempo cero es el ya mencionado para el 

queso almacenado a 5 °C y el crecimiento en los días siguientes es similar al que se dio a 

5 °C, obseiVándose un leve aumento con respecto al que se observó a 5 oc, en el número de 

microorganismos a los 5 y a los 1 O días de almacenamiento. A los 20 días aparentemente la 

bacteria llega a su fase estacionaria, pues en las 3 repeticiones se obtuvo un estancamiento o 

disminución del crecimiento. Este efecto se observa mejor en la Figura 9 (Apéndice E). 

En todos los casos, (Figs. 4, 5, 6, 7) las líneas en los gráficos se trazaron a partir de 

un análisis de regresión lineal de los promedios obtenidos para cada punto (Ver Cuadro 13, 

Apéndice K), porque de esta manera es mucho más claro visualizar la tendencia del 

crecimiento de la Listeria innocua. 

La capacidad de L. innocua para multiplicarse durante la elaboración y el 

almacenamiento de queso blanco elaborado a partir de leche cruda ha sido demostrado por 

Wexler (1991) quien encontró que L. innocua crece hasta niveles de 1<i' a 104 UFC/g a los 

10 días de almacenamiento a 5, 10 y 15 OC. Este autor señala además que el crecimiento de 

la Listeria es más lento a 5 °C y que a 10 y 15 OC el crecimiento es más acelerado durante los 

3 primeros días y luego permanece constante. 
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El Cuadro 2 muestra una comparación de los datos obtenidos por Wexler ( 1991) y 

los de este estudio (queso elaborado con leche pasteurizada), donde es evidente que los 

niveles de L. innocua alcanzados al cabo de 1 O días (a 5 y 15 °C) son mucho mayores en el 

queso pasteurizado pues se alcanzan poblaciones de 106 UFC/g en cada una de las 

temperaturas. 

Más clara aún se puede observar esta diferencia al comparar los mismos datos pero 

calculando el número de ciclos logaritmicos que aumenta con respecto al número inoculado. 

Este mayor crecimiento de L. innocua que se obsetva en el queso pasteurizado se debe a la 

falta de competencia que presentan otros microorganismos, los cuales fueron eliminados 

durante la pasteurización. Esto último puede observarse en el Cuadro 1 O (Apéndice H), 

donde se presentan los resultados del recuento total de la leche cruda y pasteurizada de este 

estudio. Cabe señalar además, que la leche utilizada por Wexler (1991) tenía recuentos 

totales que oscilaron entre 1 *1 03 y 4 *1 04 UFC/mL. 

En este estudio, al igual que lo observado por Wexler ( 1991 ), la población de 

Listeria innocua tiende a estabilizarse a partir del tercer día en ambas temperaturas. 

También puede notarse que a los 5 días a 5 OC el aumento en la población de L. innocua es 

de 2 ciclos log mientras que a 15 oc este es de 3 ciclos log. Estos datos denotan que el 

crecimiento se ve afectado inícialmente por la temperatura, tal como lo señalan Wexler 

(1991) y otros investigadores como Sulzer (1991) y Schmidt y Kaya (1990) quienes 

encontraron que el crecimiento es más lento a temperaturas de refrigeración. 

Puede concluirse por lo anterior, que el queso elaborado a partir de leche pasteurizada 

representa un mayor peligro que el elaborado con leche cruda en relación con Listeria, dado 

el caso de que la contaminación con este microorganismo se diera posterior al proceso 

térmico. 

Es importante señalar que la contaminación con Listeria durante la elaboración del 

queso tiene una alta probabilidad de ocurrir pues como señala Slade (1992), esta bacteria es 

ubicua en los ambientes donde se procesan alimentos, pudiendo aislarse con mucha 
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Cuadro 2 . Crecimiento de L. innocua durante la elaboración y almacenamiento 
de quesos preparados sin inóculo, a partir de 

leche cruda y pasteurizada 
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frecuencia en las plantas procesadoras de productos lácteos, en las fajas transportadoras, los 

pisos, los drenajes y en otros pWltos que se mantienen con una alta humedad. 

En nuestro país, Wl estudio realizado por OreamWlo ( 1994) en pequeñas plantas 

procesadoras de queso blanco en Santa Cruz de Turrialba, reveló que en el 80% de las 1 O 

plantas estudiadas se encontraba presente Listeria sp. y en 75% se logró aislar 

L.moncx:ytogenes, siendo los desagües el lugar de donde se aisló con mayor frecuencia. 

Mayorga (1992), ha considerado que la elaboración de queso blanco a partir de leche 

pasteurizada permite obtener un producto microbiológicamente más seguro, pues el proceso 

térmico está diseñado para eliminar los microorganismos patógenos que puedan estar en la 

leche, sin embargo si ocurre una recontaminación con microorganismos patógenos durante el 

proceso o almacenamiento, estos pueden desarrollarse sin competencia, hasta alcanzar 

poblaciones elevadas. Por otra parte, Mayorga (1992) señala que el queso blanco elaborado 

a partir de leche pasteurizada es insípido y no llega a desarrollar durante el almacenamiento 

las características organolépticas típicas de este producto. 

Según Mayorga (1992), una solución a los problemas antes mencionados es el uso de 

cultivos lácticos, los cuales imparten un sabor agradable al queso y además, por diversos 

mecanismos, inhiben muchos de los microorganismos patógenos. 

A continuación se discuten los resultados del uso de dos tipos de cultivo láctico en la 

elaboración del queso sobre el comportamiento de L isteria innocua. 

3.2 Crecimiento de L innocua en el queso inoculado con cultivos 
lácticos 

Como se sabe, la gran diversidad de quesos que existe deben sus características, en 

gran parte, al tipo de cultivo láctico utilizado. El queso blanco fresco ha sido 

tradicionalmente Wl queso preparado a partir de leche cruda y sin inóculo, por lo que debe su 

sabor característico a la acción de las bacterias que en follW! natural se encuentran en él. 

Algunas de estas bacterias son del grupo de las lácticas, pero existe una gran 

diversidad de otras bacterias, por lo tanto el proceso no es controlado, pudiendo haber en los 
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diversos lotes de queso, diferentes bacterias en diferentes proporciones, y por lo tanto el 

sabor no es uniforme. 

Debido a que, por seguridad sanitaria, se ha sugerido a los pequeños productores de 

queso pasteurizar la leche, también se les ha indicado la conveniencia del uso de cultivos 

lácticos con el fin de impartirle Wl sabor agradable (Mayorga, 1992). Por razones de facilidad 

para su obtención, bajo costo y fácil manejo, se ha promovido el uso de cultivos, que son 

usados con frecuencia en nuestro medio para otros fines como son: la preparación de leche 

cultivada (agria), compuesto por dos subespecies de Lactococcus lactis que son mesófilas y 

el utilizado en la preparación de yogurt, compuesto por Wl Streptococcus y un Lactobacillus, 

ambos termófilos (Mayorga, 1992; Meléndez, 1994). 

Un estudio realizado por Meléndez (1994) reveló que los quesos preparados a partir 

de leche pasteurizada e inoculados con los cultivos lácticos antes mencionados, desarrollan 

caracteristicas organolépticas similares entre sí y los resultados obtenidos en el análisis 

sensorial mostraron la aceptación de los panelistas. Asimismo, los análisis químicos y fisicos 

revelaron que estos quesos cumplen con las caracteristicas del queso blanco tradicional. 

En las Figuras 4 y 5 se puede observar el comportamiento de la Listeria innocua en 

el queso inoculado con el cultivo mesófilo y almacenado a 5 y 15 °C respectivamente. Si se 

compara en ambos casos el nivel de Listeria innocua presente en el queso al tiempo cero, se 

puede apreciar que este es menor a ambos niveles de inoculación con respecto al queso sin 

inocular, es decir, existe una inhibición, aWtque pequeña, debida al cultivo láctico. Es 

importante recordar que el nivel de inoculación inicial fue de 1<f UFC ListerialmL de leche, 

por lo que se demuestra que durante el tiempo de acondicionamiento de la leche, que en este 

caso es de 30 min. a 25 - 28 oc y durante todo el proceso de elaboración el patógeno se 

multiplica, am1que en menor escala, cuando está presente el cultivo láctico. 

En la Figura 4 queda demostrado que durante el almacenamiento a 5 oc hay una 

clara inhibición del crecimiento de la Listeria innocua en los quesos inoculados, de manera 

que las líneas en el gráfico son casi rectas indicando que no hay multiplicación. Puede 

notarse en el mismo gráfico que existe además una disminución mayor del pH en los quesos 

inoculados con respecto al control. 
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En la Figura 5 se aprecia que a 15 oc el comportamiento de la Listeria innocua es 

similar al que se obtiene a 5 oc. Sin embargo, a partir del quinto día se nota una disminución 

en el número de L. innocua, mayor que la que se da a 5 OC, independientemente del nivel de 

inoculación. Esta mayor inhibición puede explicarse si se torna en cuenta que a 15 oc el 

cultivo, que es mesófilo, puede desarrollarse mejor que a 5 °C, por lo que la inhibición no 

solo se da durante la etapa de elaboración del queso, sino también durante el 

almacenamiento. 

En la parte inferior de la Figura 5 se puede obsetvar que, en todos los casos (O; O, 5 y 

1,5% de inoculación), el pH es menor que los obtenidos en el queso almacenado a 5 °C. En 

este caso, también el crecimiento más activo del cultivo y de la flora natural en el queso sin 

inocular, a 15 oc explica este fenómeno. 

En las Figuras 6 y 7 se representa el comportamiento de la Listeria innocua en el 

queso preparado con el cultivo terrnófilo y almacenado a las dos temperaturas de prueba ( 5 y 

15 °C). Sobresale el hecho, si se comparan estas Figuras con las 4 y 5, del crecimiento 

mayor de la Listeria en el queso inoculado con 0,5% de bacterias tácticas. En este caso, el 

cultivo terrnófilo no puede desarrollarse a las temperaturas de almacenamiento y esto, junto 

con el bajo porcentaje de inoculación, hacen que la inhibición sea mucho menor que con el 

cultivo mesófilo: Puede apreciarse además, que a este nivel de inoculación (0,5%) no hay 

inhibición durante la elaboración y solo se da a un nivel muy bajo cuando se inocula con 

1,5%. Pareciera que el efecto de la ternperratura es también importante en esta diferencia 

(con respecto al uso del cultivo mesófilo) pues si recordarnos la maduración de la leche, en 

este caso es de 30 minutos a 37- 40 °C, (más 30 rnin. a 37 °C para que actúe la renina), y el 

resto del proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente. Estas condiciones de tiempo y 

temperatura parecen favorecer el crecimiento de Listeria, no así el del cultivo láctico el cual, 

a esta baja concentración (0,5%) no logra alcanzar el nivel necesario para inhibirla. 

Debe recordarse que cualquier cultivo bacteriano se multiplica exponenciahnente y si 

se inicia con un número de bacterias menor (0,5%) al cabo de un tiempo dado bajo 

condiciones idénticas el número también será menor. Es también muy notorio en las 
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Figuras 5 y 6 que cuando se inocula con las bacterias tácticas tennófilas al 1,5%, el efecto 

inhibitorio es alto en ambas temperaturas de almacenamiento. En los dos casos la linea que 

representa el crecimiento de L. innocua es casi recta, indicando que el efecto inhibitorio tuvo 

lugar durante la elaboración del queso y que posiblemente las sustancias inhibitorias 

permanecen ejerciendo su efecto durante el almacenamiento, ya que a estas temperaturas ( 5 y 

15 OC) el cultivo termófilo no puede desarrollarse. 

Si se compara el crecimiento de L. innocua en el queso almacenado a 5 °C, 

inoculado con 1,5% de cultivo mesófilo y termófilo (Figuras 4 y 6) se observa una mayor 

inhibición del cultivo termó:filo, lo cual puede indicar que los mecanismos de inhibición de las 

dos bacterias termófilas son más efectivos contra Listeria que los del cultivo mesó:filo. Al 

respecto Seeliger y Jones (1986) señalan que la producción de agentes antimicrobianos 

(bacteriocinas) se ve favorecida por la presencia del Lactobacillus, debido a que estas 

sustancias actúan sobre especies estrechamente relacionadas y el género Listeria lo está, tanto 

es así que en 1977 Wilkinson y Jones recomendaron la inclusión de Listeria en la familia 

Lactobacil/aceae. 

La mayor inhibición del cultivo termófilo al 1,5% es evidente desde el día cero, 

siendo de 3,5 *103 UFC/g para el elaborado con cultivo mesófilo y 1,1*1<Y UFC/g para el 

tennó:filo, lo que indica un menor crecimiento de la Listeria durante el proceso en este 

último. Esto puede deberse a que la temperatura se mantiene a 37 OC durante 1 hora en el 

proceso (Figura 3) lo cual favorece grandemente el crecimiento del cultivo termófilo. 

Dos de los primeros trabajos relacionados con la interacción entre Listeria y los 

cultivos Uicticos fueron realizados por Schaak y Marth (1988 a, 1988 b) quienes estudiaron el 

comportamiento de L. monocytogenes en leche, la cual había sido inoculada simultáneamente 

con bacterias tácticas y el patógeno, encontraron que dependiendo de la cantidad de bacterias 

lácticas inoculadas y de la temperatura de incubación, la multiplicación de Listeria se inhibía 

notablemente, reportando que los recuentos eran entre O, 8 y 3, 8 unidades Log menores que 

en el contro~ después de 15 horas de incubación. Lo importante de estos trabajos fue que se 
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demostró que L. monocytogenes sobrevivió y creció en todos los experimentos aunque hubo 

diferentes porcentajes de inhibición al comparar con el crecimiento en la leche sin inocular. 

Solo a 30 oc con un 5% de inóculo de Lactococcus lactis obtuvieron una inhibición del 

100%. Sin embargo esto no significó la eliminación del patógeno, sino que este creció junto 

con el cultivo láctico hasta que el pH llegó a 5,0 (a las 9 horas); cesó de crecer y mantuvo un 

nivel constante, el cual al final del experimento (de 15 horas), resultó en un 100% de 

inhibición. 

El porcentaje de inhibición fue calculado por ellos utilizando la siguiente fórmula: 

0/o Inhibición= (A- B 1 A) x 100 

A = Población final de L. innocua en el queso control. 

B = Población final de L. innocua en el queso con cultivo láctico. 

Aplicando este mismo criterio, en el Cuadro 3 se pueden apreciar los porcentajes de 

inhibición de Listeria innocua durante el almacenamiento de los quesos elaborados con 

cultivo láctico. Es importante señalar que a los 5 días, independientemente del nivel de 

inoculación y de la temperatura de almacenamiento, se logran inhibiciones de la Listeria 

superiores al 97% en casi todos los experimentos. El único caso en que a los 5 días la 

inhibición fue un poco menor a este porcentaje fue cuando se utilizó cultivo termó:filo a un 

nivel de 0,5% y se almacenó a 5 °C, donde la inhibición fue de 92,6%. Es importante 

destacar aquí que los datos utilizados para calcular los porcentajes de inhibición fueron los 

promedios obtenidos en 3 repeticiones de cada experimento (Cuadro 7, Apéndice D) los 

cuales están sujetos a las variaciones propias de las técnicas microbiológicas, por lo que 

resulta más claro obseiVar el efecto de estas variables sobre Listeria en la Figura 6, donde es 

obvia la poca inhibición que ejercen. También en el Cuadro 4 se puede observar que, en 

general, la concentración del cultivo de 1,5% causó la mayor y más constante inhibición de 

Listeria, independientemente del cultivo utilizado y la temperatura de almacenamiento. 



Cuadro 3. Porcentaje de inhibición de L. innocua en presencia de cultivo 
láctico para diferentes tratamientos durante el almacenamiento del queso 
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Un aspecto importante para la salud pública, es que los porcentajes más bajos de 

inhibición se dan en los quesos recién elaborados (tiempo O) lo que es de interés ya que la 

mayoría de este tipo de queso se consume antes de 5 días de elaborado. Por otra parte 

Jiménez ( 1994) determinó, utilizando parámetros químicos y sensoriales, que los quesos 

considerados como típicos blancos frescos corresponden a los que se almacenan por 4 días o 

menos, a 15 oc y hasta por 14 días los almacenados a 5 °C. 

En la literatura revisada solo se encontró un trabajo que evalúa el comportamiento de 

Listeria innocua durante la elaboración y almacenamiento de queso blanco fresco, el cual 

fue realizado por Wexler ( 1991) utilizando leche cruda. En los Cuadros 2, 4 y 5 se presenta 

una comparación de los datos obtenidos en este estudio y el antes mencionado, para quesos 

elaborados con 1,5% de cultivo láctico mesófilo (Lactococcus lactis y Lactococcus 

cremoris). En el Cuadro 4 se destaca el efecto inhibitorio mayor del cultivo en el queso 

preparado con leche pasteurizada, ya que no hubo awnento en la concentración de Listeria 

en ninguno de los tratamientos. El mismo efecto puede notarse en el Cuadro 5, donde se 

comparan los porcentajes de inhibición y se observa además que el efecto inhibitorio en el 

queso elaborado con leche cruda se ve influenciado por la temperatura de almacenamiento. 

Es así como a 5 °C hay un mayor crecimiento de la Listeria innocua en el queso 

pasteurizado inoculado que en el elaborado con leche cruda, hasta el día 7. 

El mayor efecto inhibitorio del cultivo láctico en el queso pasteurizado se debe a que 

en la leche pasteurizada se han eliminado gran cantidad de microorganismos y las bacterias 

tácticas crecen sin ninguna competencia, alcanzando poblaciones más altas en las mismas 

condiciones que en el queso sin pasteurizar. 

Otros autores han llevado a cabo estudios sobre el comportamiento de Listeria 

durante la elaboración y almacenamiento de diferentes tipos de quesos tales como cottage, 

camembert, brick, colby, cheddar y azul (Papageorgious y Marth, 1989 a; Papageorgious y 

Marth, 1989 b ; Ryser, Marth y Doyle, 1985; Ryser y Marth, 1989; Yousefy Marth, 1988) 

y la capacidad de crecimiento de Listeria durante la maduración se pudo demostrar en el 

brick, el feta y el camembert. 
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Cuadro 4. Comparación del grado de inhibición de L. innocua, causado por 
un cultivo mesó filo al 1 ,5%, entre quesos preparados con leche pasteurizada y 
sin pasteurizar 
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Cuadro 5. Crecimiento de L. innocua durante la elaboración y almacenamiento 
de quesos preparados con inóculo de cultivo mesófilo all,5%, a partir de 

leche cruda y pasteurizada 
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3.3 Mecanismos de inhibición de los cultivos lácticos sobre el crecimiento 
de Listeria innocua 

En el pasado se consideraba que Listeria era muy sensible a valores bajos de pH y se 

consideraba un valor de 5,6 como el límite al que podía crecer (Seeliger 1961). 

Recientemente se ha encontrado que puede crecer a valores menores de 5,0 (Conner 

et a/. ,1986) y posteriormente George et al. (1988) encontraron que el valor de pH limite a 30 

oc estaba entre 4,42 y 5,05 dependiendo de la cepa. Además, varios investigadores han 

encontrado que existe una interacción importante entre el pH y la temperatura y a 20 °C el 

valor límite menor es de 4,95 a 5,02 (Georgc et al., 1988; Me Lure et al. , 1989). 

En el Cuadro 11 (Apéndice H) se puede apreciar que el pH del queso recién 

elaborado sin inocular varió entre 6,55 y 6,60 y que en los quesos inoculados el pH fue 

menor. En los inoculados con el cultivo mesófilo el pH osciló entre 4,96 y 4,97 y con el 

termófilo entre 5,20 y 5,26. 

En todos los casos el pH es superior o muy cercano a los límites inferiores antes 

mencionados, por lo que aparentemente este no es el factor que determinó la inhibición de la 

Listeria, en este estudio. 

Más aún la tendencia a una mayor inhibición se obtuvo en los quesos con el cultivo 

termófilo, los cuales presentaron pH mayores. Wenzel y Marth (1990), estudiaron el 

comportamiento de Listeria, junto con Lactococcus lactis en un medio con control interno 

de pH (entre 5,1 - 5,2) y encontraron que la inhibición por parte del cultivo láctico era 

independiente del pH. Un estudio similar realizado por Gilliland y Speck (1972), analizó el 

efecto de estreptococos sobre el crecimiento de Salmonella y Staphylococcus en leche, con 

y sin control de pH. En ambos la acción antagónica hacia las bacterias fue evidente, 

concluyendo que la misma no se debía exclusivamente a la producción de ácido. 

Actualmente se sabe que el efecto de inhibición que producen las bacterias tácticas 

hacia otras bacterias, no depende solamente del pH. Las bacterias tácticas producen, además 

de los ácidos orgánicos, otras sustancias inhibitorias a diversos microorganismos. Estas 

sustancias se producen en mucho menor cantidad que el ácido, e incluyen el peróxido de 
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Actualmente se sabe que el efecto de inhibición que producen las bacterias lácticas 

hacia otras bacterias, no depende solamente del pH. Las bacterias lácticas producen, además 

de los ácidos orgánicos, otras sustancias inhibitorias a diversos microorganismos. Estas 

sustancias se producen en mucho menor cantidad que el ácido, e incluyen el peróxido de 

hidrógeno, el diacetilo, bacteriocinas, antibióticos y otros productos de reacciones secundarias 

como el hiptiocianato, generado por acción de la lactoperoxidasa sobre el peróxido de 

hidrógeno y el tiocianato. Aunque varios investigadores han demostrado que la concentración 

del inóculo y el tipo de cultivo son de gran importancia para el crecimiento o no de patógenos 

durante la etapa de fermentación en la elaboración de productos lácteos fermentados, aún no 

está claro cuales metabolitos de las bacterias lácticas son los que ejercen la acción inhibitoria 

(Northolt, 1984 ). 

Los estreptococos lácticos producen ácido láctico y en presencia de oxígeno producen 

peróxido de hidrógeno; mientras que las bacterias lácticas heterofermentadoras como algunos 

Lactobacil/us y Lactococcus diacetylactis, producen además ácidos acético, fórmico y 

diacetilo. Los tres ácidos orgánicos mencionados son inhibitorios a pH bajos para Listeria. 

Sin embargo, el crecimiento de Listeria, así como de otras bacterias patógenas, empieza a 

decrecer cuando el pH se encuentra en valores entre 6,2 y 5, 7. Por lo anterior, el inicio de la 

inhibición no puede atribuirse a la acción de los ácidos orgánicos. Más adelante en la 

fermentación (o el almacenamiento) cuando el pH baja a 5,4 o menos, los ácidos orgánicos 

son inhibitorios, indicando que actúan cuando están en su forma no disociada (Asperger, 

1989). 

El peróxido de hidrógeno, por su parte, puede formar el complejo ya mencionado, 

junto con el tiocianato y la lactoperoxidasa de la leche, complejo que es capaz de inhibir 

varias bacterias Gram positivas y Gram negativas. 

El diacetilo también tiene propiedades inhibitori.as, pero los datos experimentales en 

cuanto a la concentración inhibitoria son controversiales. Algunos investigadores reportan 

que 1 ppm es inhibitoria y otros consideran que no es si no a concentraciones de 100 ppm, 

que puede producir el efecto (Northolt, 1984). 
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antibióticos de amplio espectro producidos por Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus 

bulgaricus respectivamente (Daly et al. , 1972). 

Las bacteriocinas son un grupo heterógeneo de compuestos inhibitorios que se 

caracterizan por tener un espectro limitado de actividad y un modo de acción bactericida; 

siendo además moléculas de naturaleza proteinacea (Canninati et al. , 1988). La mayoría de 

las bacteriocinas tienen efecto inhibitorio hacia bacterias estrechamente relacionadas con el 

organismo productor (Harris et al., 1989). Es así corno algunos Lactococcus lactis producen 

bacteriocinas, las cuales inhiben otras bacterias relacionadas como: Lactococcus, Listeria, 

Clostridium y Lactobacillus . 

De todo lo anterior se puede concluir en forma general, que al inicio de la 

fermentación de productos lácteos, el descenso en el crecimiento de bacterias patógenas se 

debe a los compuestos antirnicrobianos (nisina, bacteriocinas y al peróxido de hidrógeno). 

Cuando el pH baja lo suficiente, los ácidos orgánicos y el diacetilo contribuyen a la 

inhibición. 

Aunque en este estudio no se determinó cuál factor o combinación de factores fueron 

responsables por la inhibición de la Listeria innocua, los resultados demuestran que el efecto 

se ve aumentado por el uso de una concentración mayor (1,5%) del cultivo láctico, 

especialmente en el caso del termófilo. Asimismo, aunque no tan evidente, a la temperatura 

mayor (15 OC) de almacenamiento, el efecto inhibitorio se incrementó. Varios estudios 

concuerdan en señalar que las dos variables mencionadas son las que tienen mayor influencia 

en la capacidad inhibitoria de las bacterias lácticas hacia L. innocua así como otras bacterias 

como Salmone/Ja y Staphylococcus aureus (Wenzel y Marth, 1990; Stadhoulders et al. , 

1978; Gilliland y Speck, 1972; Park y Marth, 1972; Shaack y Marth, 1988 a,b ). 

Quizá el resultado más obvio y más importante de este estudio es que, a pesar de que 

se obtuvieron altos porcentajes de inhibición de Listeria mediante el uso de cultivos lácticos, 

ésta no sólo sobrevivió durante la elaboración, sino que se reprodujo y se mantuvo presente, 

a diferentes niveles, durante la etapa de almacenamiento. Esto concuerda con gran cantidad 

de trabajos que seftalan que Listeria puede sobrevivir al proceso de fermentación involucrado 
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en la manufactura de diversos productos lácteos como son, lecha cultivada, yogurt y muchos 

tipos de quesos (Ryser y Marth 1985, Ryser y Marth, 1987; Schaack y Marth 1988 a, b, e). 

La cantidad de L. innocua que sobrevivió en el queso blanco, aunque baja en la 

mayoría de los quesos inoculados, no deja de constituir un riesgo para la salud de los grupos 

susceptibles, pues aunque no se ha establecido la dosis infectante, Vamam y Evans (1991 ) 

consideran que, para los grupos con deficiencias en el sistema inmune, la dosis infectante es 

probablemente baja. 

Además, desde el punto de vista epidemiológico, la sobrevivencia de Listeria en el 

queso blanco es importante, ya que éste puede constituirse en fuente de contaminación a 

través de las manos de manipuladores y de utensilios, pudiendo trasladarse el patógeno a 

otros alimentos que propicien su crecimiento a niveles mayores. Por otra parte, el queso 

blanco se utiliza con frecuencia como ingrediente en la preparación de diversos alimentos que 

no contemplan un calentamiento fuerte, de manera que si se presenta, Listeria podría 

multiplicarse. 

Esta capacidad de Listeria de sobrevivir en productos lácteos fermentados, junto con 

la gran resistencia que presenta a condiciones ambientales tales como las temperaturas de 

refrigeración, concentraciones de sal hasta del 10% y pH menores a 5,0, hacen pensar que 

los procesos tradicionales para controlar patógenos en alimentos no son efectivos en el caso 

de Listeria. 

Lo anterior ha llevado a la Organización Mundial de la Salud (WHO, 1988) a 

recomendar medidas que logren la disminución de la contaminación de estos productos 

mediante el uso de la técnica de análisis de riesgos y control de puntos críticos, conocido con 

las siglas en inglés como HACCP, medidas que deben diwlgarse para ser conocidas por los 

productores de queso blanco fresco en nuestro país. 

3.4 Análisis de Varianza de los resultados experimentales 

Los datos experimentales obtenidos por triplicado tabulados en el Cuadro 6, fueron 

sometidos a un análisis estadístico de varianza, considerándose suficiente el número de 
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repeticiones hechas para determinar cuáles factores influyen significativamente sobre el 

crecimiento de L. innocua y la variación del pH en el queso. 

El Cuadro 8 (Apéndice G) muestra los valores obtenidos de probabilidad F calculado, 

los cuales determinan si el factor estudiado ejerce un efecto significativo sobre el crecimiento 

de Listeria innocua. Con un 99% de confianza es seguro que la presencia de cultivo láctico 

no favorece el crecimiento de Listeria; es seguro con un 95% de confianza, que el porcentaje 

de cultivo láctico inoculado (0,5 y 1,5%) afecta negativamente la multiplicación de dicha 

bacteria patógena. Al analizar el factor temperatura (almacenamiento 5 y 15 °C) se obtuvo 

que este también afecta, evitando el crecimiento de L. innocua (a 5 °C), esto con un 99% de 

confianza. El último factor analizado es días de almacenamiento, el cual con un 99% de 

confiabilidad, afecta disminuyendo el crecimiento de Listeria. 

Al analizar si existe interacción entre factores se encontró que no hay interacciones 

significativas, tal y como se observa en el Cuadro 8 (Apendice G) , esto significa que el 

efecto principal de los factores no se afecta por el nivel de los otros factores (García, 1993). 

Respecto a las interacciones encontradas por Wexler (1991), una de ellas fue cultivo -

temperatura, este efecto encontrado se debe posiblemente a diferencias en las condiciones 

empleadas en el diseño experimental, para el cual se usó leche cruda y tres temperaturas de 

incubación. 

El análisis de varianza de los factores que pueden afectar el pH del queso se observa 

en el Cuadro 9 (Apéndice G); con un 990;ó de confianza se puede asegurar que los 5 

tratamientos utilizados (sin cultivo, 0,5% cultivo mesófilo, 1,5% cultivo mesó~o, 0,5% 

cultivo termófilo y 1,5% cultivo termófilo) afectan disminuyendo el pH del queso, lo mismo 

sucede al analizar el factor temperatura y días de almacenamiento. No se encontró una 

interacción significativa entre factores, lo que puede deberse a un efecto de factores 

combinados, que hace pensar en el aporte, por mínimo que éste sea, de los 5 factores 

involucrados tanto en el efecto sobre el crecimiento de Listeria innocua como en la 

variación del pH. 
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IV. CONCLUSIONES 

• Se logró la inhibición de Listeria innocua utilizando los siguientes cultivos lácticos: uno 

mesófilo (Lactococcus /actis y Lactococcus cremoris) y otro termófilo (Streptococcus 

thermophi/us y Lactobaci//us bu/garicus) en la elaboración de queso blanco con leche 

pasteurizada y almacenado a 5 y 15 °C. 

• La temperatura de almacenamiento de 15 °C contribuyó a la inhibición de Listeria 

innocua cuando se usó el cultivo mesófilo. 

• El inóculo al1,5% tuvo mayor influencia en el grado de inhibición de la Listeria innocua 

que a 0,5%. Con una probabilidad del 95C?Io, el porcentaje de cultivo láctico afecta 

negativamente el crecimiento L. innocua. El efecto fue más notorio cuando se usó el 

cultivo termófilo. 

• La presencia o no de cultivo, la concentración del mismo, la temperatura de 

almacenamiento y los días de almacenamiento, tienen un efecto estadísticamente 

significativo sobre el crecimiento de Listeria innocua. Con un 95% de confianza para el 

nivel de concentración y un 99% para los cuatro factores restantes 

• En relación con el pH del queso durante el almacenamiento, se encontró que existe 

diferencia estadísticamente significativa, del 99% de confianza, entre el control y la 

presencia de cultivo, independientemente del tipo y la concentración del mismo. 

• No se encontraron interacciones estadísticamente significativas (80% de confianza) entre 

las variables estudiadas en relación con el crecimiento de L. innocua. El efecto de cada 

factor es independiente uno del otro. 



69 

• A 15 oc de incubación del queso, Listeria innocua tiende a decrecer con el tiempo, a dos 

concentraciones de cultivo mesó:filo. 

• La inhibición de Listeria innocua alcanza entre el 90 y 1 OOo/~ a los 5 días de 

almacenamiento del queso en todos los tratamientos estudiados. 

• Existe una diferencia, estadísticamente significativa del 99% de confianza, entre los 

valores de pH en los quesos almacenados a 5 °C con respecto a los almacenados a 15 °C. 

A mayor temperatura menor el pH en todos los quesos estudiados. 

• La tendencia de Listeria innocua en el queso incubado a 5 °C es de crecimiento en el 

tiempo, sin tomar en cuenta el porcentaje de cultivo mesó:filo usado. 

• Durante la incubación a 5 oc del queso inoculado con O, 5% de cultivo termófilo, la 

tendencia de L. innocua es de crecimiento, mientras que a 1,5% de inoculo ésta tiende a 

decrecer. 

• Listeria innocua en el queso incubado a 15 oc e inoculado con O, 5% de cultivo 

termó:filo, tiende a crecer con el tiempo; al aumentar el inóculo a 1 , 5°/~ éste provoca una 

tendencia decreciente de L. innocua. 

• Aunque se logró una inhibición importante en todos los tratamientos, Listeria innocua 

sobrevivió hasta los 20 días que duró el estudio, tiempo que es mayor del que 

normalmente dura el queso en el mercado. 

• Los resultados obtenidos en este estudio indican la importancia de prevenir la 

contaminación post-proceso del queso blanco fresco con Listeria. 
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V. RECOMENDACIONES 

• Estudiar alternativas tales como el uso de agentes antimicrobianos específicos, 

temperaturas más bajas de almacenamiento u otras que logren eliminar la Listeria en 

queso blanco, o detener totalmente su multiplicación. 

• Estudiar la posibilidad de utilizar porcentajes mayores a 1,5% del cultivo láctico para ver si 

se logra eliminar la Listeria del queso sin que se pierdan las características típicas del 

queso blanco. 

• Utilizar 1,5% del inóculo, ya sea mesófilo o tennófilo, para controlar el crecimiento de 

Listeria, aunque no se logre eliminar por completo. 

• Establecer y divulgar estrictos programas de higiene que eliminen la posibilidad de 

recontaminación de los quesos con Listeria. 

• Estudiar el comportamiento de Listeria por períodos de almacenamiento mayores a 20 

días a 5 oc, temperatma a la cual la vida útil del queso se prolonga. En este caso estudiar 

la presencia de Listeria en el líquido de sinéresis. 

• Estudiar la flora táctica natural del queso fresco sin pasteurizar; determinar los géneros o 

especies que la componen y su proporción. Analizar si algunas cepas de bacterias tácticas 

que se aislan tienen efecto inhibitorio sobre la Listeria. 
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Datos Experimentales 

Cuadro 6. Datos experimentales del conteo de L. innocua y de la variación del 
pH del queso obtenidos por triplicado. 

Tipo de ·COQc. Temp. .Muestra :Log:UFCJg pH 
~~ .. eumvi) 

..... %. .· :"C clfll re~~t .l ... r~t~ .: reptl· ·. rep~ l r~tl rept.l 
o 3,36 4,08 3,63 6,6S 6,60 7,00 
5 S,97 5,97 4,36 6,73 6,71 6,75 

S 10 6,56 7,18 S,18 6,76 6,91 6,64 
20 8,36 7,97 4,36 6,67 635 592 

sin . o o 3,36 4,08 3,63 6,65 6,60 7,00 
15 5 6,S8 6,38 5,18 6,37 S,83 6,37 

10 7,63 6,63 6,18 6,19 5,63 6,20 
20 7,63 6,48 S,56 5,53 5,74 484 
o 3,17 2,63 3,63 5,50 5,00 6,10 

5 5 2,97 J,S8 4,97 5,37 5,70 5,49 
10 3,58 4,63 5,38 5,46 S,30 5,91 

0,5 20 2,63 3,36 4,63 5,10 S,19 504 
o 3,17 2,63 3,63 5,50 5,00 6,10 

15 5 3,63 3,87 4,87 5,00 5,10 5,16 
10 2,36 3,36 4,38 5,01 5,00 5,15 
20 1,56 1,96 2,97 4,83 4,98 4,67 

mesófllo. o 3,36 2,97 4,32 6,08 5,2S 6,79 
5 S 3,18 2,45 3,63 5,35 4,59 5,52 

10 2,97 3,36 4,18 S,OO S,22 5,43 
1,5 20 2,56 3,97 387 4,68 5,27 5,31 

o 3,36 2,97 4,32 6,08 5,25 6,79 
15 5 3,18 3,36 4,18 4,23 5,04 5,09 

10 2,63 2,97 . . 4,38 4,70 5,05 5,15 
20 2,36 2,63 4,18 4,44 5,02 5,13 

.· o 4,58 3,97 3,18 5,60 6,30 5,90 
5 5 4,32 4,97 3,63 6,47 6,49 5,87 

10 6,04 6,63 3,56 6,31 5,56 6,08 
0,5 20 6,36 7,18 6,63 6,00 6,30 4 53 

o . . . 4,S8 3,97 3,18 5,60 6,30 5,90 
15 5 5,36 3,96 3,63 6,45 5,69 5,37 

termóftlo 
10 6,32 2,56 4,38 6,25 5,69 5,71 
20 5,97 4,97 6,04 539 532 4 50 
o 3,18 3,36 2,63 5,80 6,09 5,32 .. 

S 5 2,87 2,18 2,36 5,90 5,88 5,50 
10 2,36 3,36 2,63 6,31 5,56 6,08 

1,5 20 2,97 2,36 3 08 564 5 62 5L41 
o 3,18 3,36 2,63 5,80 6,09 5,32 

15 5 2,63 3,63 2,36 5,42 5,38 5,19 
10 1,56 3,36 2,63 5,31 5,18 4,82 
20 2 97 318 196 5 27 5 07 5, 2 



APÉNDICEB 

CURVAS DE CRECIMIENTO DE L. INNOCUA EN LOS QUESOS 
FABRICADOS EN CADA REPETICIÓN. 



LogUFC 1 g 
10~~--~------------------------------------------~ 

2 1-+-rep 1 -&-rep2 -w-rep3 

o r------------.------------.-------------.-----------~ 
o 5 10 

tiempo ( días ) 

15 

Figura 8. Ccrnportaniento deL. innocua en queso prepara00 sin a.itivo láct:ioo 
y a1rna<mado a 5 "c,rerultaio de tres repdiciores. 

20 

LogUFC 1 g 
10~~------------------------------------------------~ 

8 

6 

4 

2 1-+-rep 1 -&-rep2 -w-rep3 

o ~-----------.------------.------------.~----------~ 
o 5 10 

tiempo ( dias ) 

15 

Figura 9. Comportamiento deL. innocua en queso prepa-ado sin rultivo láctioo 
y ahmcenaOO a 15 OC, resutaio de tres repdiciones. 
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10 

8 

6 

4 

2 

o 

10 

LogUFC / g 

r- ¡ ..... rep 1 -e- rep 2 *- rep 3 

f-

~~ 
...... 
.... 

i---""" 
r-

1 

o 5 
1 

10 

tiempo ( días ) 

1 

15 

1 

--1 

20 

Fígura 10. Ccmportami.ento deL. innocua en queso prepara00 ron cultivo IOCtioo Ire!Ófi.lo 
a una oornmt:ración de 0,5% y ~ a 5 °C, resultado de tres repeticioo.es. 

LogUFC / g 

8 f- ¡ ..... rep 1 -e- rep 2 *- rep 3 

6 r-

4 

2 

o 

"'-

~ A 

¡:::::::----- -----==== -¡ 

--., 

1 1 1 

o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Figura 11. Comportamiento deL. innocua en queso prepam:io cm cultivo ládioo rresófilo 
a una OOIUJJ.tración de 0,5% y <iinacmado a 15 oc, resultado de tres repeticiones. 
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LogUFC 1 g 
10,-----~--------------------------------------. 

8 ~ 1-+-rep 1 -e- rep 2 -*- rep 3 

6 1-

o r-------------~-------------.,-------------., ------------~ 

10 

8 

6 

4 

2 

o 

o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Fígma 12. Canportamiento deL. innocua en queso preparado oon cultivo láctioo mesó filo 
a um oon::ertraci.ón de 1,5% y ~a 5 °C, resultado de tres repeti.ciooes. 

LogUFC / g 

1-

-

-'l. 

-

1 

o 5 

1-+-rep 1 -e-rep 2 -*-rep 3 

1 

10 

tiempo ( días ) 

1 

15 

1 

20 

Fígura 13. Canportarniemo deL. innocua en queso prepara00 oon rul.tivo lOCtioo mesó filo 
a tiJa cxnoentración de 1,5% y alnB:emdo a 15 °C, resultado de tres repetía mes. 
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Log UFC 1 g 
10~~--~-----------------------------------------, 

8 
¡ ...... rep 1 -&- rep 2 -*"rep 3 

o r------------,------------.-------------,------------4 
o 5 10 

tiempo ( días ) 

20 

Figura 14. Comportami.ento deL. innocua en queso prepara:io ccn cultivo lád:i.co terrmfilo 
a um ooncmtración de 0,5% y ahmamdo a 5 °C, resultado de tres repá:iciones. 

LogUFC 1 g 
10.-~--~--------------------------------------------~ 

8 
j-+-rep 1 -&-rep 2 -*"rep 3j 

6 

2 

o r------------,------------.-------------,------------4 

o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Fígura 15. Comportanúento deL. innocua en queso preparado oon cultivo láctico terrmfilo 
a una ccncmtración de 0,5% y a1nB:emdo a 15 °C, resultado de tres repdicioo.es. 
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LogUFC / g 
8 r-------------------------------------------------~ 

1-+-rep 1 ~rep 2 -w-rep 3 

6 1-

-; 
2 1-

o r--------------~~ --------------~---------------~~ ------------~ 

8 

6 

4 

2 

o 

o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Figura 16. Comportanúento de L. innocua en queso preparado con cultivo láctico termófilo 
a una concentración de 1,5% y almacenado a 5 °C, resultado de tres repeticiones . 

LogUFC 1 g 

1-+-rep 1 ~rep 2 -w-rep 3 1 
1-

1-
..c.. 

J-. 

~ ----n 

-
~ 

1 1 1 

o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Figura 17. Comportanúento deL. innocua en queso preparado con cultivo láctico termófilo 
a una concentración de 1,5% y almacenado a 15 "C, resultado de tres repeticiones. 
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pH 
8 r-----------------------------------------------. 

6 ~ 

1-+-rep 1 +rep 2 *"rep 3 

4 r------------.------------.------------.-----------4 
o 5 10 

tiempo ( dias ) 

15 20 

Figura 18. Comportamiento del pH en queso prepamdo sin cultivo láctico y 
almacenado a 5 °C, resultado de tres repeticiones. 

pH 
8 r----------------------------------------------------, 

j-+-rep 1 +rep 2 *"rep 3 

4 ~----------~------------.-------------r-----------~ 
o 5 10 

tiempo ( dias ) 

15 

Fí.gura 19 . Comportamiemo del pH en queso preparado sin cultivo láctico y 
almacenado a 15 °C, resultado de tres repeticiones. 
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pH 
7 .---------------------------------------------------, 

1-+-rep 1 +rep 2 *"rep 3 

6 

5 

4 ~----------~-------------.------------~----------~ 
o 5 10 

tiempo ( dias ) 

15 20 

Figura 20. Comportamiemo del pH en queso preparado con cultivo láctico mesófilo a 
una concentración de 0,5% y almacenado a 5 "C, resultado de tres repeticiones . 

pH 
7 r-----------------------------------------------------, 

1-+-rep 1 +rep 2 "*-rep 3 

4 ~-----------r------------r------------r----------~ 
o 5 10 

tiempo ( dias ) 

15 20 

Figura 21 . Comportamiento del pH en queso preparado con cultivo láctico mesó filo a 
una concentración de 0,5% y almacenado a 15 "C, resultado de tres repeticiones. 
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pH 
7 r-----------------------------------------------. 

1-+-rep 1 +rep 2 "* rep 3 

6 

5 

4 r------------.------------.------------,------------1 
o 5 10 15 20 

tiempo ( dias ) 

Figura 22. Comportamiento del pH en queso prepamdo con cultivo láctico mesó filo a 
una concentración de 1,5% y almacenado a 5 "C, resultado de tres repeticiones. 

pH 
7 .-------------------------------------------------------. 

1-+-rep 1 -&-rep 2 '*-rep 3 

6 

5 

4 ~-----------,-------------r------------,----------~ 
o 5 10 

tiempo ( dias ) 

15 20 

Figura 23. Comportanúento del pH en queso preparado con cultivo láctico mesófilo a 
una concentración de 1, 5% y almacenado a 15 "C, resultado de tres repeticiones . 
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pH 
7r-------------------------------------------------. 

5 

1-+-rep 1 +rep 2 -M- rep 3 

4 r------------,------------,------------,----------~ 
o 5 10 

tiempo ( dias ) 

15 20 

Figura 24 . Comportamiento del pH en queso preparado con cultivo láctico termófilo a 
una concentmción de 0.5% y almacenado a 5 OC. resultado de tres repeticiones. 

pH 
7 r---------------------------------------------------, 

6 

5 
1-+-rep 1 +rep 2 -t~-rep 3 

4 r------------,------------,------------.----------~ 
o 5 10 

tiempo ( días ) 

15 20 

Figura 25. Comportamiento del pH en queso preparado con cultivo láctico termófilo a 
wm concentración de 0,5% y almacenado a 15 OC , resultado de tres repeticiones. 
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pH 
7 r-----------------------------------------------. 

5 
j-+-rep 1 +rep 2 "*"rep 3 

4 r------------.------------.------------.----------~ 
o 5 10 15 20 

tiempo ( dias ) 

Figura 26 . Comportamiento del pH en queso preparado con cultivo láctico tennófilo a 
una concentración de 1,5% y ahnacenado a 5 OC, resultado de tres repeticiones . 

pH 
7 r--------------------------------------------------. 

j-+-rep 1 +rep 2 _...rep 3 

5 

4 ~------------~------------~~------------,-------------~ 
o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Figura 27. Comportamiento del pH en queso preparado con cultivo láctico tennófilo a 
tma concentración de 1,5% y almacenado a 15 OC, resultado de tres repeticiones . 
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Datos Intermedios 

Cuadro 7. Valores promedios de los datos experimentales 

--

Tipo de :_ <;onc. _ ·-temp~ - : Mtlestia Promedios 
cultivo> :cultiVo 1<: oc- ·: _:: dhl -- -· 

1: :, . . ·- .. ' 

o¡~ :- I;og UFCtg pH 
o 3,69 6,75 
5 5,43 6,73 

5 10 6,31 6,77 
· - 20 

-· ~90 6_,31 
sfit: . o o 3,69 6,75 

· - 1!5 5 6,0!5 6,19 .. 
10 6,81 6,00 
20 6,56 5,31 
o 3,14 5,53 

.. 5 5 3,84 5,52 
10 4,53 5,56 

.. 0,5 20 3,54 5,11 

·-.. ·- o 3,14 5,53 
( 15 5 4,12 5,09 

10 3,37 5,05 
mei:Ófllo . 10 1,16 4,83 

o 3,55 6,04 
5 5 3,08 5,15 

.. 10 3,50 5,22 
1,5 20 3,47 5,09 k . . .. o 3,55 6,04 .. 

-· 15 5 3,57 4,79 
-· .. 10 3,33 4,97 

20 3,06 4,86 
.> :::·:-::<::-:_:: o 3,91 5,93 

:,:: 
5 5 4,31 6,28 

10 5,41 5,98 
·-

.. 
-·- 0,5 20 ~72 5,61 
.. 

o 3,91 !5,93 
.. 15 5 4,32 5,84 

... 10 4,42 5,88 
terat6mri 

20 !5,66 5,07 
o 3,06 5,74 

5 5 2,47 5,76 
10 2,78 5,61 

1,5 20 280 556 
--

o 3,06 5,74 
15 5 2,87 5,33 

10 2,!52 5,10 

-·- 20 270 517 



APÉNDICE E 

CURVAS DE CRECIMIENTO DE L. INNOCU4 EN LOS QUESOS 
TRAZADAS CON LOS PROMEDIOS DEL CONTEO DE TRES 

REPETICIONES. 



lOrL~~~UF __ C~/ g~-----------------------------------, 

8 1-+-0,0% -i!-0,5% *-1,5% 

a--

2 

0~---------.-----------.-1 --------~~----------~ 
o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Figura 28. Carpcxtaniento deL innocua en queso preparado oon rulti vo láctico 
rresófilo y almacenado a 5 "C, prorned.o de tres repeticiores. 

10 ,Lo~g~U_F_C_I_g~------------------------------------, 

8 1-+-0,0% -il-0,5% *-1,5% 1 

2 

o ~----------~,-----------~-----------.----------~ 
o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Hgura 29. ~ento deL innocua en qtESO pre¡:e.rado cm ctitivo láctico 
rresófilo y almlcenado a 15 oc, prarmo de tres repeticicn:s. 
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2 

o 

10 

8 
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2 

o 

LogUFC 1 g 

f- j--+-0,0% -G-0,5% * 1,5% 

-
A 

P'" 

·~ 

-

1 

o 5 

1 

n 

1 

10 

tiempo ( días ) 

1 

15 20 

Figura 30. Comportamiento deL. innocua en queso preparado con cultivo láctico 
termófilo y almacenado a 5 °C, promedio de tres repeticiones. 

LogUFC 1 g 

-

f-

P' 

f-

o 

j-+-0,0% -G-0,5% *-1,5% 1 

~ 

1 
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10 

tiempo ( días ) 

1 

15 20 

Figura 31. Comportamiento deL. innocua en queso preparado con cultivo ládico 
termófilo y almacenado a 15 °C, promedio de tres repeticiones. 
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APÉNDICEF 

CURVAS DEL COMPORTAMIENTO DEL pH EN LOS QUESOS 
TRAZADAS CON LOS PROMEDIOS DE LOS VALORES DE TRES 

REPETICIONES. 



pH 
8 

j-+-0,0% -e-0,5% ----1 ,5% 

6 
~ 

4 

o 

--------

1 

5 10 

tiempo ( días ) 

1 

15 

Figura 32. Caqxrtarriento Oi pH en queso preparado a:n rultivo láctico rresófilo 
y alrmca1aOO a 5 °C, prcmno de tres repeticiones. 

1 

20 

pH 
8 .-------~---------------------------------------------, 

¡ ....... o 0% -e- o 5% ---- 1 5% , ' ' 

6 

4 ~------------r-------------r-------------.-----------~ 
o 5 10 

tiempo ( días ) 

15 

Fig¡ra 33. Caqxrtarriento del pH en~ preparaoo con rultivo láctico rresófilo y 
a1rmcemOO a 15 OC, pn:mrl.o de tres repetiámes. 
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pH 
8 

..A 

, .... 0,0% -17- 0,5% --- 1,5% 
1 

6 ~ 

4 

o 
1 

5 
1 

10 

tiempo ( días ) 

1 

15 

Figura 34. CCfil>Citarrient:o del pH en qreso preparado cm ctitivo lácti.oo tenmfilo y 
almlcemOO a 5 "C., prcxredi.o de tres repeti.ci<RS. 

-

20 

pH 
8 ~--------------------------------~----------------~ 

¡ ...... o,o% -a-0,5% ---1,5% 

4 ~-----------.------------~------------.-----------~ 

o 5 10 15 20 

tiempo ( días ) 

Figura 35. Ccrqxrtaniento del pH en queso preparam cm a.lltivo lácti.oo ter:nDfilo yalmlcalaOO 
a 15 "C., pro:redo de tres repetici.<RS. 
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ANÁLISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS 



Cuadro 8. Análisis de varianza de los factores que afectan el 
crecimiento de L. innocua en el queso 

.· Fuente de vanacíón Gr~dos F calcUladO . Significado de F 
libertad . 

... 

factores ·· 3 11.075 0.000 
1 17.982 0.000 

Porcentaje cuhivo . < .......... · · .. 1 4.035 0.048 
.. . . .. . •· 

.Temperatura . . . . . · ........ .. 1 11.207 0.001 
1 24.423 0.000 

Jnteraccion~s dobles 3 1.644 0.185 
Cultivo - porcentaje 1 2.441 0.122 
cUltivo ~ temperatura ·.·· ....... 1 1.245 0.267 

1 1.245 0.267 
Explicado .· .•.. ·.. .· .. 7 8.940 0.000 
Residual ...... . 88 

95 

Cuadro 9. Análisis de varianza de los factores que afectan el pH 
del queso. 

.. .. . . . .. ·.··. . . . .· - · .. ·· 
. . · .... 

. . . · .. ·. ·.· .. ·.· . . -:::-_---::-: .. ::;:::.::::.>· :: 
Fuente de variaCión> 

........ 

: ... . . ... 

· · • . GradOs · F calcUlado .. · •· Significado de F . 
··· •· ti~a ·· 

Factores :· • .• • ...... ••: •. 5 30.636 0.000 
Tr.a~ : .. · .. 4 32.235 0.000 

1 24.235 0.000 
1 42.496 0.000 
4 1.936 0.110 
4 1.936 0.110 

EX.plícado · .·· •• 10 20.342 0.000 
Residual 109 
Total 119 
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t t t A ~ A L Y S 1 S O r V ~ f 1 ~ h C E • t t 

PH 
P.Y CULTIVO 

PORcttn porcenta jF J<' cultive 
TEM? temper1.tura 

W!TH DIA:' 

Jurce of 'hr iation 

ovarioates 
DIAS 

óln Ef fe:ts 
CULTI ~'O 

P~ CE t-.'T 
.,.r .. : 

-,;:; ·) !r, tera:t l on~ 

C1JL T! V() P:JRWH 
CUL TI\1'2 TE!'IF 

' ¿ g ~ 4 
P [!P ·:Ei'T TEM? 

b~ l aHled 

1\e~ i d ·~ol 

Total 

Su111 of 
Squares 

5.107 
5.107 

6.945 
3. 76') 

.844 . ":~ t 
- ' 

1. 0~ 1 

.~ ! (i 

.26(: 

SP3S/PC+ 
.260 

13.087 

1 8.4~:: : 

3! .490 

1?0 Case: w'?re orotessed. 
24 Coa~es ( 20.0 PCT ) we"e ~ i ssi ns . 
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f~ ... E n~~ ~ Pc:·;.¡ la tion 

']_1 ' "!' ' ' .. -.... . \ .. o (l(l S Í!'l ( 1~ 1 t! \' :' 
P~ :~~ . .('(• ~ ;r t L: lt! ·. : 

11ea n Signi f 
DF Square F of F 

5.107 24.423 ,()/'J(I 

5.107 24.423 ,()(11) 

'· 2.31 6 11. 0"'5 .O•:•(· 
3. 76(1 17 .9C · ''l)t:l 

.84~ 4 .C~ , (14E . , - u .. .-, · -, .. ... 

.344 l. b~l .1 8~ 

.5Ft 2.44 1 .1:: 
• 26(• 1. 24: . .267 

.26f· 1.24:· .267 

7 1.870 8.94(1 .(l(l') 

Bf: .2(19 

9'5 .331 

Me:. o: St~ !)e ·¡ Caso>: 

~ .. 6::: . 7::~ (o • .., .. t 
j - . 

t. o 4~. f ~ .65~(, :e 
t . l: :~ .6se · .. ' 

l04 



, : :· : ' ::ant ranye fcr a SU:~~ of that s1:e l 

Grp 2 
5.2083 

6 r-:~..o Grp 3 
~.j, 5.7917 

SU:...tXJ 3 

6ro..c Srp O 
~n 6.4583 

::, .. , Grp • 
5.4523 

S?SS/?C+ 
------------------

Pa~ 25 SPSS/PC+ 

This procedure was cDI;)let2'_j ~t 20:08:30 
~"'MIABLES PH BY T?.ATA !C,4l TEI'IPt1,2l ~HH DIAS. 

' rKNf¡' PROBLEI1 REQIJIRES !574 BYTES OF ~Y. 

~SS/PC1-

~ * * A N A l Y S ! S O F V A R I A N C E t t t 

PH 
BY TRATA 

TEMP 
WITH DIAS 

SoL··:: ot Variation 

M¿:- :T fects 

2-u.:.. ~nterac t 1ons 

' - ' ~ . 

Su:a of 
Squares 

8.415 
8.415 

25.533 
4.800 

1.533 
1.533 

SPSS / PC+ 

40 .282 

61 . '?.67 

S 
4 

' -·.e 

', ~ 

!'lean 
Square 

3.415 
8.415 

6.01J7 
6.383 
4. 800 

.383 

.383 

4.028 

IOQ 
•• , ;,.¡ 

. ::~o 

Signif 
F af F 

42.496 .000 
42.496 .000 

~-0.63-o ,()(vj 

32.235 .OC~j 

24.239 . 01...)(1 

1. 936 . 110 
1.936 .110 

20 .34: . (H):} 
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() [¿s.c;-s ( .(• PCTl ~"" etsstr-.;¡ . 

------------------------------------------------------------------------------------------
SPSS/PC+ 

·• :ó procc;-O ·~re was coopleted it 20:08:33 

-------------- ----
SPSS/PC+ 

E.:.,.S/TABLES PH BY DIAS. 

'-f+H Gi ven WORKSPACE allows for 5674 Cells wi th ! ~:.tensioos for MEP/oS. 

--------------

PH 
DIAS 

Value label 

·or Entire Population 

1!:6 .00 
ll~ 5.00 
llP.S 10.00 
. • ~.r 
l l.KJ 2ü.OO 

ictal Ca:..es = 1:?0 

'alf- 31 

SPSS/PC+ 

SPSS/PC+ 

"t:::. procedure was complete-j at 20:09:35 
EP.iS/TABLES PH BY TRATA BY TE'!!. 

!'lean Std Dev Cases 

5.6333 .7210 120 

6.0bé7 .6915 30 
5.6000 .nw 30 
S. !,0.)0 .6747 30 
S.26b7 .58:!.3 30 

'+++f Given iroRKSPACE allc'IIIS ~or 4642 Cells with : i:.tensior.s forME.~. 

·---------------------
SPSS/PC+ 

)l.H!:!'r:.- iEs :, f PH 
::·, :=·;els :" TRATA 

TEMP t~ratura 

·:: ·: :.:12 Value L>be: 1'\=i. Std Llev Cas.~ 

-- :-.:¡r:. ::.::ulation s . .m;; .7210 ,.-,-, 
-

r=ATA .00 6.~58) . ~=· 30 ~4 

it"'? t. 00 5 6.~:333 ~;:¡..,"'j ', . -'- . .... 
TE..P 2.00 tS 6.re5 . ~::36 i -·-

- . - . 1.00 5. :::5C.Q • J i ~ 
~ 

o --""f-..) -
Wlf 1 . •)(1 J 

e- .!C:4 . , 
J .-·~·:;:; --

------- ---------
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COMPOSICIÓN MICROBIOLóGICA Y QUÍMICA 
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Cuadro 1 O. Recuento total de Aerobios y prueba de recontaminación de la 
leche cruda y pasteurizada. (*) 

Recuento total . .. Recontaminación 
· .. ·· .. UFC/mt NMP 

.. Leche Leche 
cruda ·. ·. pasteuriZada PasteuriZada 

7 0*1<f- 8 0*1<f 
' ' 

O- 5 0*1<f 
' 

>3- 4 

(*) Ambito de 18 análisis (uno por cada expenmento) 

Cuadro 11. Composición química de leche cruda y quesos. (*) 

.. :. . . ·.. . . .. 

con<cuttivo . 

m~sófUo tennófito 

Sólidos totales 12,2 - 13,6 39,4-48,0 - (*"') 

~ 3,8-4,3 14,0-25,0 - -
.. ... 

Prote.lna ><::::. 3,37-3,70 12,6- 16,6 - -. -- . 

··: ·::: . 

.. 

A.cíd~:Z 0,1- 0,2 0,1-0,3 0,21- 1,10 0,9- 1,0 
.. 

. .. . 

pH 6,67-6,78 6,55- 6,60 4,96-4,97 5,20- 5,26 

Aw - - 0,97-0,98 0,97- 0,98 

(*) Ambito de 6 análisis (uno por cada expenmento) 
(*"') No se realizó la prueba 



APÉNDICE 1 

CARACTERíSTICAS DE LOS CULTIVOS LÁCTICOS DE LA CASA 
COMERCIAL CHRISTIAN HANSEN 



Cuadro 12. Características de los cultivos lácticos de la casa comercial 
Christian Hansen 

Tipo d:e cultiVo : · .· : 

Composición~ ·· 

Título ( acídez:): 

pH: 

Prodücción de aroma ~ 

ProteólisJs: ·· 
.. . . .. 

. 

Mesófilo 95 Tipo O 

Lactococcus lactis 95% 
Lactococcus cremoris 5% 

80 + m1 0,1 N \ 
NaOH/lOOml 

4,9 + 0,1 

No produce aroma 

. • ... No produce C02 

media 

Tolerancia a Ja.saf: :: · · · · Máximo desarrollo 4 % 
.. ·· · .. NaCl 

Inhibición: 6% NaCl 

.. · .. 

Termófilo Tipo Yogurt 

Streptococcus thermophilus 
50% 

Lactobacillus bulgaricus 
50% 

90 + ml 0,1 N 
NaOH/100ml 

4,5 + 0,1 

acetaldehido 

No produce C02 

media 

Máximo desarrollo 4 % 
NaCl 

Inhibición : 6 % NaCl 
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APÉNDICE J 

ESTÁNDARES DE Me FARLAND 



Estándares de Me Farland ( Mac Faddin, 1981 ). 

A) Propósito: medir turbidez 

l. Medir densidades bacterianas en un caldo de cultivo. 

2. Producir un caldo de cultivo de determinada densidad. 

B) Preparación de los estándares (de sulfato de bario). 

l. Reactivos : 

BaCh, 1 % solución acuosa 

H2S04 químicamente puro, 1 % solución acuosa 

BaClz + H2S04 ----- BaS04 + 2 HCl 

2. Tubos de ensayo : 

1 O tubos con tapa de hule de igual tamaño ( diámetro ) de los tubos a 

comparar. 

3. Adicionar los reactivos a los tubos ( de 1 a 1 O ) en las · cantidades indicadas: 

No. tubo . 1- .· 2 .. .. 3 ··.:. 4 :.· 5· ·6 · ·. 1 . 8 9 · lQ : 
.. . .. . . ·: .. · .. · ... . : . . 

BaCh 1% (mi) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 l. O 

HzS04 1% (mi) 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0 

Densidad cel. 
( ... 108 1 m1) 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

4. Sellar tubos 

C ) Método de uso 

l . Agitar tubos estándar 

2. Comparar contra luz el tubo con cultivo de la cepa con los estándares. 

3. Determinar concentración con la tabla de densidades aproximadas. 
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APÉNDICE K 

DATOS DE LAS CURVAS DE REGRESIÓN LINEAL 
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Cuadro 13. Resultados de análisis de regresión lineal de la enumeración de 
L. innocua y el pH del queso para cada tratamiento. 

Tipo de · Variable Temp~ Con c. c0ei: . . : pendiente intersección 
· cultivo oc · :cultivo cor.rehtción· b a· 

O:¡; •COR. . . ~· . . .. :· 

.. .. o 0,917 0,751 3,517 
5 0,5 0,240 0,082 3,535 

· ~w:l.etadcSn 1,5 0,145 0,018 3,349 
de 

Lirteria 
o 0,748 0,625 4,059 

... 15 0,5 -0,696 -0,329 4,103 
1,5 -0,962 -0,134 3,746 

•metóftlo . 

o -0,858 -0,110 6,945 
5 0,5 -0,848 -0,106 5,722 

1,5 -0,732 -0,191 5,901 

pH 
o -0,988 -0,343 7,007 

15 0,5 -0,909 -0,156 5,554 
1,5 -0,659 -0,227 5,788 

.. o 0,917 0,751 3,517 ·: .. .. 5 0,5 0,991 0,731 3,076 
·en~n 1,5 -0,172 -0,024 2,844 

·cJe. 
.• ··: •tJStmiJ· .. •_: 

... .. o 0,748 0,625 4,059 
:> 

... : 15 0,5 0,972 0,429 3,397 
... 

1,5 -0,677 -0,091 3,039 termótio :· 
·.¡:::• ·. 

o -0,858 -0,111 6,9 .. 5 
.. 5 0,5 -0,690 -0,111 6,255 

... 1,5 -0,903 -0,052 5,809 
.. 
.. 

pil 
o -0,987 -0,344 7,008 

.. .. 15 0,5 -0,899 -0,215 6,278 
... . . .. 1,5 -0,773 -0,130 5,691 

·•· 
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