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RESUMEN. Para evaluar el efecto de cultivos probióticos sobre 
Listeria monocytogenes durante la producción y almacenamiento 
de yogur se preparó una mezcla para yogur (10.6% de sólidos 
líquidos no grasos (SLNG), 3% de grasa y 0.3% de gelatina); la 
cual se homogeneizó y pasteurizó. El yogur se inoculó con 
cantidades de 0, 10 ’, 104 y 106 UFC/ml de L. monocytogenes y con 
0.02% de cultivo láctico tradicional YC 180 (Streptococcus 
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus) y de cultivo probiótico 
ABY-1 (B ifidobacterium  longum, B. bifidum, B, infantis, 
Lactobacillus acidophilus, S treptococcus therm ophilus y 
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus). La mezcla de yogur 
se incubó a 43°C por 3 horas, hasta un pH de 4.8 aproximadamente, 
seguido por refrigeración a 5°C durante 21 días. Durante la 
ferm entación se tomaron muestras cada hora y durante el 
almacenamiento cada 3 días, determinándose, para cada tiempo, 
pH, conteo de bacterias lácticas, bifídobacterias y del patógeno. Se 
demostró que no hubo un efecto simple significativo para el tipo 
de cultivo (ABY-1 y YC180) (p=0.684) sobre la cantidad de L. 
monocytogenes presente en el yogur durante el periodo de 
fermentación y su almacenamiento, por lo que se puede decir que 
la presencia de bifídobacterias en el cultivo ABY-1 no presentó un 
efecto significativo sobre L. monocytogenes. Por su parte, el efecto 
de la variable tiempo sobre la Listeria monocytogenes no resultó 
ser significativo (p= 0.448). Se puede afirmar que para este caso en 
particular, los cultivos ABY-1 y YC 180 mostraron un efecto 
bacteriostático sobre el desarrollo del patógeno. Esto no tiene 
ninguna relación con el efecto protector que estos cultivos tienen a 
nivel intestinal ya que las condiciones in vivo favorecen la 
producción de antimicrobianos como ciertas bacteriocinas que 
actúan sobre los patógenos.
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SUMMARY. Evaluation of the effect of probiotic cultures over 
Listeria monocytogenes during the production and storage of 
yogurt. The effect of probiotic cultures over Listeria monocytogenes 
during the production and storage of yogurt was evaluated. A yogurt 
mixture (10,6% non-fat solid liquids, 3% fat and 0,3% gelatin) 
was prepared, homogenized and pasteurized. Yogurt was inoculated 
with 0, 102, 104 and 106 CFU/mL of L. monocytogenes and 0,02% 
of traditional lactic culture YC 180 (Streptococcus thermophilus 
and Lactobacillus bulgaricus) and probiotic culture ABY-1 
(Bifidobacterium longum, B. bifidum, B, infantis, Lactobacillus 
acidophilus, Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus). It was incubated for 3h at 43°C until pH reached 
an approximate value of 4,8, followed by refrigeration at 5°C for 
21 days. During fermentation, samples were taken every hour, and 
during storage every 3 days, analyzing pH and lactic, bifidobacteria 
and pathogen count for each time. It was demonstrated that there 
was no significant simple effect for the type of culture used (ABY- 
1 and YC 180) (p=0,684) over the amount of L. monocytogenes 
present in yogurt during the fermentation and storage periods. The 
presence of bifidobacteria in the ABY-1 culture did not present a 
significant effect over L. monocytogenes. Neither the effect of time 
presented a significant effect over L. monocytogenes (p=0,448). In 
this case, the ABY-1 and YC 180 cultures present a bacteriostatic 
effect over the pathogen. The probiotic cultures had a bacteriostatic 
but not bactericidal effect over L. monocytogenes. This is not related 
to the protective effect of these cultures in bowel, since in-vivo 
conditions favor the production of antimicrobial substances, such 
as bacteriocins that act over pathogens.
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INTRODUCCION

El yogur es uno de los productos lácteos ferm entados 
más aceptados en lodo el m undo, ya que, además de su alto 
valor nutritivo, ofrece ventajas para el hom bre, entre las que 
se puede citar el efecto inhibitorio que ejerce sobre algunas 
bacterias patógenas. Diversas investigaciones han demostrado 
que varias espec ies de b ac te ria s  ác ido  lácticas (B A L),

utilizadas en la producción de yogur, presentan una acción 
antagónica contra patógenos intestinales y de deterioro en 
alimentos. Las BAL son capaces de prevenir la adherencia, 
e s tab lec im ie n to , rep licac ió n  y /o  acción  p a to g én ic a  de 
enteropatógenos específicos. Estas propiedades antagónicas 
se pueden m anifestar por el descenso del pH a través de la 
producción de ácidos orgánicos volátiles de cadena corta, 
tales com o ácido acético, láctico, o propiónico, com pitiendo
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por nutrientes específicos para los patógenos, dism inuyendo 
el po tencia l redox  del m edio , p roduciendo  peróx ido  de 
hidrógeno bajo condiciones anaerobias, y/o produciendo 
c o m p u e s to s  in h ib i to r io s  e s p e c íf ic o s  ta le s  co m o  las 
bacteriocinas (1). Dentro de los enteropatógenos afectados 
p o r la p re se n c ia  de las BA L se c ita  E sch erich ia  coli, 
C am pylobacter je ju n i, C. coli, Sa lm onella  typhim urium , 
Yersinia enterocolitica, S taphylococcus aureus y  L isteria  
monocytogenes, entre otros (2).

Recientem ente se ha popularizado el uso de un nuevo tipo 
de cultivo láctico, denom inado probiótico, el cual se define 
de la siguiente manera:

... “probiótico es un suplem ento alimenticio microbiano 
que afecta benéficam ente la fisiología del huésped mediante 
la  m o d u la c ió n  d e  la  m u c o sa  in te s tin a l y el s is tem a  
inm unológico, tanto com o m ejora el balance nutricional y 
microbiano en el tracto intestinal”... (1).

Existen diversas preparaciones disponibles en el mercado 
que contienen, por lo general, L. delbreuckii ssp. bulgaricus, 
L. acidophilus, L. case i, L .ferm entum , L. plantarum, L. brevis, 
L. lactis, y  L. reuteri. Las bifidobacterias (Bacillus bifidus) 
también son utilizadas com o probióticos, las especies usadas 
com únm ente son B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. 
infantis, B. longum, y B. thermophilum  (1).

L a  sa lu d  y b e n e f ic io s  q u e  se le  a tr ib u y e n  a las 
b ifidobacterias pueden  genera lizarse  bajo  las sigu ien tes 
categorías: m antenim iento del balance de la m icroflora 
norm al in te s tin a l, e sp ec ia lm en te  en anc ianos y n iños, 
m ejoram iento de la tolerancia a la lactosa y digestibilidad de 
los productos lácteos, actividad antitum orogénica, reducción 
de los niveles de colesterol en suero, producción de sustancias 
antim icrobianas, sín tesis de v itam inas del com plejo  B y 
absorción de calcio. A partir de estos hallazgos, la industria 
láctea se ha enfocado en nuevos procesos de producción (3).

D iversas investigaciones en las que se ha estudiado y 
evaluado el com portam iento de L. monocytogenes durante la 
e laborac ión , m aduración  y a lm acenam iento  de d iversos 
productos lácteos, han dem ostrado que el m icroorganism o 
es capaz de sobrevivir durante los procesos de m anufactura y 
m aduración y/o ferm entación y en algunos casos tam bién 
durante el alm acenam iento (2,4-6). Por otro lado, varios 
autores incluyendo a Schaack y M arth (7) y Carm inad et 
al. (8) han d em ostrado  que los cu ltivos lácticos tienen 
propiedades antagónicas contra L. monocytogenes. Dada esta 
divergencia de criterio, se pretende en este estudio evaluar 
el efecto de los cultivos probióticos sobre el com portam iento 
d e  L. m o n o c y to g e n e s  d u ra n te  la  e la b o ra c ió n  y 
alm acenam iento de yogur.

Localización del proyecto ¡
El Proyecto se llevó a  cabo en el 'Centro Nacional de 

C iencia y Tecnología de A lim entos (CITA), Facultad de 
A g ro n o m ía  y en  el L a b o ra to rio  de M ic ro b io lo g ía  de 
A limentos, Facultad de M icrobiología de la  Universidad de 
Costa Rica.

Materias primas 
Leche y grasa láctea

Se utilizó leche descrem ada y ultrapasteurizada (U.H.T), 
con 8.4% de sólidos no grasos y 0.12%  de grasa. Para ajustar 
la cantidad de grasa, se utilizó grasa láctea al 30%.

Leche en polvo
Para el ajuste de sólidos se utilizó leche íntegra en polvo, 

con un contenido de sólidos no grasos del 69% y un 26% de 
grasa.

Cultivos
Se utilizaron cultivos lácticos liofilizados de la m arca 

Christian Hansen (CHR. H A N SEN ® ).
Estos cultivos son de inoculación directa en el proceso 

(DVS, D irect Vat Set). Se pesaron cantidades exactas de 
cultivo necesarias para 4 kg. de producto final, utilizando el 
cultivo en un 0.02% , y se alm acenaron en am pollas de vidrio 
estériles selladas a -60°C , durante el desarrollo del proyecto 
(1 mes). Lo an terior se realizó  con el fin de asegurar la 
a c tiv id a d  y d ism in u ir  al m á x im o  la  v a r ia c ió n  de 
microorganismos durante el tiempo.

El cu ltivo  p ro b ió tico  u til iza d o  fu e  A B Y -1, el cual 
corresponde a una mezcla de Bijidobacterium  longum, B. 
b ifid u m , B. in fa n tis , L a c to b a c il lu s  a c id o p h ilu s  y  
Strep tococcus therm ophilus y  L actobac illu s delbrueckii 
subsp. bulgaricus.

Com o cultivo tradicional iniciador se utilizó el YC 180, 
el cual contiene una mezcla de Streptococcus thermophilus 
y  Lactobacillus bulgaricus.

Formulación y definición del proceso 
Formulación

La fo rm ulac ión  del p roducto  se h izo  con base a la 
com posición del yogur comercial en cuanto a grasa y sólidos 
lácteos no grasos (SLNG), determ inada por Carvajal (9), la 
cual corresponde a un 10.6% de SLNG, 3% de grasa y 0.3% 
de gelatina.

Definición del proceso
Se siguió el procedim iento descrito por Henderson (10), 

con la ún ica m odificación de que la leche u tilizada fue 
descrem ada.

MATERIAL Y METODOS
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Inoculación del yogur con L. monocytogenes
Se utilizó una cepa de L. monocytogenes, ATCC 7644, 

o b ten ida en fo rm a lio filizada. Se reconstituyó  en caldo 
tripticasa de soya con levadura incubando a 37°C durante 
24h.

La m ezcla  para y o g u r se ino cu ló  con una can tidad  
conocida de L. monocytogenes en concentraciones de 102, 
104, 106 U FC /m l. Las concen traciones del patógeno  se 
establecieron según las dosis mínimas y m áxim a reportadas 
en alimentos por Farber & Peterkin, 1991 (11).

La concentración de L. monocytogenes se verificó con el 
m étodo para determ inación de Listeria  descrito por FDA, 
1995 (12).

Inoculada la m ezcla para yogur, se incubó a 43°C hasta 
que el pH  descendió a 4,8 aproxim adam ente. En este punto 
el m atraz de fermentación se colocó en hielo hasta llevarlo a 
la tem peratura de refrigeración y fue alm acenado a 4°C.

Un c o n tro l de fe rm e n ta c ió n , en el cu a l L is te r ia  
m onocytogenes no se agregó a la m ezcla para yogur con 
cultivo láctico iniciador, se evaluó para determ inar si este 
m icroorganism o ejerce alguna influencia en el proceso de 
fermentación (13).

Recuento de L. monocytogenes
Las muestras para enum eración de L. monocytogenes se 

tomaron de las preparaciones después de la inoculación, y 
cada hora hasta term inar la ferm entación, una vez que el pH 
llegó a 4 .8 aproxim adam ente. A partir de este momento el 
recuento se hizo cada 3 días hasta com pletar el periodo de 
21 días de vida útil sugerido por el proveedor de los cultivos.

El recuento se realizó tomando una alícuota de 25 mi 
del m atraz de ferm entación y se colocó en 225 mi de agua 
peptonada estéril (APE) (10 ')- A partir de esta dilución se 
hicieron diluciones consecutivas decim ales que se inocularon 
en agar O xford, según el procedim iento para determinación 
de Listeria  descrito por la FDA, 1995 (12).

Recuento de Bifidobacterium y bacterias ácido lácticas 
(BAL)

El recuento de bifidobacterias así com o el de BAL, se 
re a liz ó  en  lo s  m ism o s tie m p o s  d e s c r ito s  p a ra  L. 
monocytogenes.

Para el recuento de bifídobacterias, se utilizó un medio 
de agar M RS (pH 4,8) (OXOID CM  361), al cual se le agregó 
una solución de antibióticos: NNL (ácido nalidíxico, sulfato 
de neom icina y cloruro de litio) en un 5%, la cual inhibe al 
L. acidoph ilu s. L os recu en to s  se rea liza ron  a p a rtir  de 
diluciones decim ales hasta 10-8, por duplicado y utilizando 
la  té c n ic a  d e  v ac iad o . L a  in c u b ac ió n  se re a liz ó  en 
anaerobiosis, a una tem peratura de 37°C, durante 3 días. 
Transcurrido este tiempo, se hizo el recuento de las colonias 
típicas.

Para el conteo de BAL se siguió el procedim iento descrito 
anteriormente, elim inando la adición de la solución NNL e 
incubando en aerobiosis.

Determinación del pH
Se midió el pFI a las m uestras de cada preparación de 

yogur a partir de la  inoculación y durante los intervalos 
descritos para el recuento de bacterias.

Este se midió usando un pH ím etro m arca W erkstätten, 
m ode lo  8120  w e ilh e in , según  el m é to d o  d e sc r ito  po r 
Bodnaruk (12).

Diseño experimental estadístico
Se utilizó un m odelo irrestricto aleatorio con el cual se 

com pararon  las tendenc ias de B ifid o b a cteriu m , BAL y 
Listeria monocytogenes, en el yogur con probióticos y el 
yogur elaborado con cultivos iniciadores tradicionales, en el 
tiem po. Se realizaron tres corridas, lo cual produce tres 
repeticiones en cada dato generado.

RESULTADOS Y  DISCUSION

Las F iguras 1 y 2 m uestran el com portam iento  en el 
tiempo de L. monocytogenes, las bacterias ácido lácticas y 
bifídobacterias en la mezcla de yogur. La población de L. 
monocytogenes se mantuvo constante durante la fermentación 
(0-3h) así com o durante el alm acenam iento a 5°C; m ientras 
que las cepas de BA L y B ifíd o b a c te rias  m o stra ro n  un 
com portam iento normal en yogur.

FIGURA 1
Com portam iento de un inoculo inicial aproxim ado de 104

UFC/mL de Listeria monocytogenes (log UFC/mL)
durante la ferm entación y alm acenam iento de yogur 

elaborado con ABY-1

0  , , , ,_______
0 5 10 15 20 25

Tiempo (días)

En la Tabla 1 se m uestran los resultados del análisis de 
varianza para el recuento de L. m onocytogenes. Com o se 
observa, el único efecto sim ple significativo correspondió al 
nivel de inoculo colocado en la mezcla para yogur (p= 0.000). 
Esto im plica que los prom edios de L. monocytogenes para 
cada uno de los niveles ensayados son significativam ente 
diferentes entre sí, tal y com o fue diseñado el estudio.
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FIGURA 2
Com portam iento de BAL y Bifidobacterias durante el 

alm acenam iento de la mezcla de yogur inoculada con 104 
UFC L. monocytogenes

Tiempo(días)

[ — 1  B Á T Á B Y -7 “ ^ -  BAL Y C 1 8 0 A B IF A B Y -1  ]

TABLA 1
Resultados del análisis de varianza para recuento de 

Listeria monocytogenes. Probabilidades asociadas al valor 
de la distribución F en los efectos simples e interacciones

Efecto Probabilidad
(P)

Cultivo 0.684
Tiempo 0.448
Nivel de inoculo 0.000'
Cultivo*tiempo • 0.367
Cultivo*nivel del inoculo 0.921
Tiempo*nivel del inoculo 0.491
Cultivo*tiempo*nivel del inoculo 0.342

1 = Unico efecto significativo a un nivel de significancia del 0.1 %.

Por otro lado, no hubo un efecto sim ple significativo para 
el tipo de cultivo (ABY1 y YC180) (p=0.684) sobre la cantidad 
de L. monocytogenes presente en el yogur durante el periodo 
de ferm entación y alm acenam iento del mismo. Se esperaba 
que el cultivo A BY -1 tuviera un efecto considerable sobre L. 
monocytogenes, dada la presencia de bifidobacterias y de las 
bacterias de cultivos tradicionales (Lactobacillus bulgaricus 
y Streptococcus lactis), sin em bargo esto no sucedió. Por lo 
an terio r, con es tas  o b se rv a c io n e s  se d em u estra  que la 
presencia de bifidobacterias no representa un efecto adicional 
sobre L. monocytogenes, al que ya ejercen las bacterias de 
los cultivos tradicionales.

En estud ios sim ilares realizados con B ifidobacterium  
b ifid u m  N C FB  1454, Y ild irim  & Jo h n so n , 1998 (14)

d e m o s tra ro n  que la  b if id o c in a  B p ro d u c id a  p o r 
Bifidobacterium bifidum  NCFB 1454 actúa contra algunos 
patógenos de alimentos entre los que se cita Listeria  sp. La 
bacteriocina altam ente purificada producida por esta bacteria 
(b if id o c in a  B ), fu e  a b s o rb id a  en  u n  95%  p o r  L. 
monocytogenes, sin em bargo, esto depende de la pureza de 
la bacteriocina y de la cantidad a la que es expuesto  el 
patógeno . B ajo  las cond ic iones experim en tales de este 
estudio, á pesar de que el cultivo iniciador AB Y -1 contiene 
en su fórmula B. bifidum, se dem ostró que no representó un 
efecto bactericida sobre el patógeno. Esto puede deberse a 
que la cepa de B. bifidum  no corresponda a la cepa NCFB 
1454 y por tanto no produjo bifidocina B, o bien a que la 
cantidad y pureza de bifidocina B producida no fue suficiente 
para que el efecto sobre L  monocytogenes fuera notorio.

Diversos estudios científicos proponen que, debido a la 
acción del cultivo iniciador, en todo m om ento los productos 
lácteos ferm entados se encuentran  lib res de patógenos, 
especialm ente de L. m onocytogenes  (15). Los resultados 
obtenidos dem uestran que, de haber una contam inación con 
e s ta  b a c te r ia  en p ro d u c to s  fe rm e n ta d o s , é s ta  no 
necesariam ente va a ser inactivada por el cultivo iniciador, 
coincidiendo con los datos reportados por Zúñiga, 1995 (2) 
y Shaack y M arth, 1998 (7), donde la sobrevivencia de L. 
monocytogenes en yogur es una función de la tem peratura 
de incubación, del inoculo  de bac terias lácticas y de la 
concentración de la cepa patógena.

Com o se m uestra en el cuadro 1 el efecto de la variable 
tiem po sobre la L. m onocytogenes no fue significativo (p=
0.448). Esto quiere decir que los prom edios de Listeria  
m onocytogenes para cada uno de los tiem pos no difieren 
significativamente. Por lo tanto, se puede afirm ar que para 
este caso en particular, am bos cultivos m ostraron un efecto 
bacteriostático sobre el desarrollo del patógeno.

El com portam ien to  m ostrado  por L. m onocytogenes  
puede deberse principalm ente a dos factores: a) el efecto 
inh ibitorio  del pH  y b) el fenóm eno de respuesta ácido 
tolerante (ATR). La acidez del m edio es considerada como 
un fac to r im portan te  para  co n tro lar el c rec im ien to  de 
patógenos, pues muchos se ven inhibidos a pH bajos. Estudios 
efectuados con L. monocytogenes revelan que ésta puede 
crecer en un ámbito de pH entre 5.0 y 9.6, siendo su pH óptimo 
de crecimiento alrededor de 7.0, aunque le favorece una ligera 
alcalinidad (16). Por su parte, Brackett (17) establece que el 
ámbito de pH en el cual L. monocytogenes puede crecer es de
5.6 a 9.8. Es im portante destacar que Sorrels e t al. (18) 
reportaron que la bacteria puede crecer a pH  4.4, un valor 
considerablemente inferior de lo anteriormente reportado. De 
la misma manera, Doyle (19) encontró que puede crecer a pH
5.0 y Pertran & Zottola (20) tam bién observaron crecimiento 
a pH 5.0 a una tem peratura de 30°C, determ inando además 
que un pH de 4.2 inhibe su crecimiento.
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Adem ás del efecto inhibitorio de la  acidez sobre Listeria  
monocytogenes, existen otros factores involucrados en esta 
in h ib ic ió n , po r p a rte  de b a c te ria s  lá c tic a s  d u ra n te  la  
fe rm en tac ió n  y a lm ac en a m ie n to  del yogur. L a acción  
bactericida global se debe también al efecto com binado de 
factores como:, la formación de ácidos orgánicos (láctico y 
acético), producción de peróxido de hidrógeno, reducción 
del potencial de oxido-reducción y producción de sustancias 
antim icrobianas (1,15,21).

La sobrevivencia de la  Listeria monocytogenes exhibida 
en esta investigación , podría  atribu irse tam bién a una 
adaptación de la bacteria a las condiciones ácidas, mediante 
un fenómeno conocido com o repuesta ácido tolerante (ATR). 
G ahan e t al. (22), exam inaron  el e fec to  de ATR en la  
supervivencia de L. monocytogenes durante la fermentación 
de leche con S. thermophilus. Se agregaron cultivos de L. 
m onocytogenes (ácido-adaptada y no adaptada) durante la 
ferm entación . Com o consecuencia , la  superv ivencia del 
patógeno ácido-adaptado fue superior en com paración con 
los cultivos no adaptados, logrando sobrevivir a un pH  de 
3 .8 7 . E s to  d e m u e s tra  q u e  la  so b re v iv e n c ia  d e  L. 
monocytogenes durante la ferm entación de leche mediante 
bacterias ácido lácticas, fue aum entada considerablem ente 
m ediante la adaptación ácida previa a la inoculación. Esta 
adaptación se puede producir durante la fermentación (22).

Debe reconocerse L. monocytogenes com o un importante 
patógeno en alim entos, y tom arse m edidas efectivas para 
m inim izar su contam inación. El patógeno tiene la habilidad 
de soportar una gran variedad de condiciones am bientales 
adversas com o temperaturas de refrigeración, concentraciones 
de sal de hasta un 10%, y niveles de pH inferiores a 5.0 (23).

Investigaciones previas hechas en Costa Rica ponen al 
d escu b ie rto  la  p re se n c ia  L. m o n o cy to g en es  en p lan tas 
productoras de productos lácteos. Tal es el caso de Oreamuno
(24), quien determ inó la presencia de esta bacteria en plantas 
productoras de queso Turrialba. A sí mismo, dem ostró que la 
leche cruda es la p rincipal fuen te de contam inación por 
Listeria sp. durante la elaboración del producto. Por su parte, 
M onge et al. (25) revelaron la  presencia de L. monocytogenes 
en 2% y 45%  de muestras de helado y queso estudiadas.

Se dem uestra en este trabajo que factores com o el pH 
bajo y tem peraturas de refrigeration , que generalm ente son 
utilizados para prevenir el crecim iento de patógenos, no han 
sido suficientes para destruir a L. m onocytogenes bajo las 
condiciones experim entales. Por tanto debe recalcarse que 
la prevención y buenas prácticas de m anufactura, siguen 
siendo claves para evitar la contam inación de los productos 
elaborados.

Un c u id ad o so  m an ejo  de la  leche , uso  de cu ltivos 
iniciadores activos y un adecuado manejo de los productos 
cultivados podría m inim izar el riesgo d e  la  p resencia de 
patógenos en esta clase de alimentos.
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