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CAPITULO I 

INTRODUCCION 

1-1~~ 

El género Staphvlacoccus está cls.sificado taxonómlcamente 

dentro de la familia Micrococcaqeee. Actualmr;mte se sabe de la 

existencia de varias especies de este gé11ero 1 pe1•0 son un1camente 

cuatro las que rep1•esents.n w1 factor de riesgo para la salud: E.. 

~ E... epidermis. ,S. haen10Zvttctzq y E... ~ cuyo 

comportamiento ante reacciones bioquímicas específicas es 

distJ.nto (cuadro 1) (47). 

~- ~ se define como cocos g1•am positivos, de @.!5-1.5 

micras de diámetro, no móviles, no formadores de esporas~ capaces 

de dividirse en más de un plano y encont1•arse en forma de i·aoimos 

irregulBres. Se deS8.l'roll8. mejor en condiciones 8.e1•obJ.ae pero es 

anaerobio facultatJ.vo (45). La mayori/:1 de las cepas son capacee 

de c1•eoer en presencia de clo1•u1•0 de sodio (NaCl) al 15.'lf (1)(12). 

En a.ga1• 11ut1•itivo .E.. ~ fo1•ma colo11ias 

convexasz de l-4 mm de diámetro, suaves, butirasas y húmedas, las 

cuales en condiciones anaerobias de c1•eclmiento o en cultivo 

liquido producen un pigmento de color dorado debido a la 
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presencia da carotenos, sin embarco en ocasiones éste puede 

variar de blanco a anaranjado fuerte de una cepa a otra e incluso 

entre las ml.BJJJBS colonias. Dicha ca1•acteristlca le permite pode1• 

ser diferenciado de otras variedades (39)(143). La mayoria de las 

cepas crecen en medios de cultivo definidos, conteniendo glucosa, 

sales, aminoácidos, ~lamina y ácido nicotínico pr.i.ncipalmentt? 

(18). S.. .a.i.u:e.ua. fermenta la glllcosa y el maJlitol en condiciones 

aerobias y es coasulasa positivo (67). 

Se considera ubicuo por encont1•a1•se ampliamente distribuido 

en la naturaleza, puede aislarse del agua, aire, suelo, ropa e 

insectos, siendo sus p1•incipales i•ese1•vorios el homb1•e y los 

animales. Los hábitats más comunes de este organ.:lsmo en el homb1•e 

son las mucosas de las membranas nasofa1•i1Jgeas y ls. piel. Su 

incidencia es generalmente más elevada en individuos asociados 

con ambiente Jwspits.ls.1•io, debido a que algum1s infecciones con 

pústulas y calentu1•as y enfermedades como neumonias, endoca1•dl.tis 

.v gl/emaduras la piel, son p1•oducidas por estafilococos (19)(38). 

De acuerdo COJJ el 01anual Bergey, .s_. ~ es considerado la 

únl.ca especie enterotoxigeinica de Staphylocaccu~. Sl.11 embargo, en 

ls. actualidad es ampliamente conocido que además de tods.s las 

cepas clasiflcadas como .S.. ~ existen varias 

pel1tenecientes a otras especies que son potencialmente patógenas 

(54). Estos organismos producen vs.rlas sustancias, s.lgwu1s de las 

cuales son tóxicas al hombre y animales. Entre estas se 

encuentran las hemolisinas alfa, beta y 68.JJIB, fibri11olisinas, 

pe11icilinasas, lipasas,, proteasas y por último, no menos 
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1mportantes las ente1•otoxinas. De estas tíltio1ss se sabe más 

debido e. la •sociación que presentan con le.s intoxia•cionee 

alimente.1•ie.s. Sin embe.rgo, existe olerte. evidencia de que 

UJlicru11ente estafilococos coagulasa-termoiwcleasa posl ti vos son 

capaces de sintetiZBl' dichos metabolitos (22)(37). 

Dellido B la g1•e.n va1•iede.d de ente1•oto:dnas p1•oducidas poi• el 

microorganismo, estas luin sido designadas oomo A (SEA),. B (SEB),. 

CJ (SECi), Cz (SEC:z}, Ca (SECa), D (SED) y E (SEE). Estas son 

identificadas po1• sus i•eacciones con anticuerpos específicos, con 

excepción de las SEC, J'B que todas estas reaccio11s.n con el mismo 

anticuez·po n1ayo1• pero se distl11guen con el a11t;ioue1•po JJJSJlOl' ( 19). 

1.1.l Pruebas bioquimicaa caracteristicas. Con la finalidad 

de distinguir unos microo1•ganismos de ot1•os, incluso aguellos 

perte11ecientes a la misma especie, se han desa.rz•olls.do a lo largo 

de los aflos pruebas bioquímicas ca1•s.cteristicas para cada uno de 

ellos. En el caso del género Stapbylqcoqcu~ existen algunas 

reacciones para diferenciar a le. especie ~ del z1esto de las 

especies_. siendo las mencionadas a co11tinuación las más 

sJ.snificativas (cuadro 2). 

Fermentación de hidratos de cBrbono. Esta p!'ueba detei•mina la 

oapaclds.d gue tiene un organismo para fermentaz• o degz•adar un 

carbohidrato específico incorporado a un medio, produciendo Soldo 

o ácido con gas visible. 

Generalmente para su realización se utiliza tm medio de base 

rojo de fenal como indicador a pH 7.4 más el azúcar a fermentar 
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en una concentración de 1%. Par lo regular se emplean de 8 a 10 

azúcares siendo los más frecuentes.: glucosa, lactosa, sacarosa, 

manito], dulcitol, adonitol, inositol, so1•bitol y a1•abinosa (8l). 

Catalasa. Consiste en detectar la presencia de la enzima catalasa 

la cual se encuentra presente en la mayoria de las bacterias 

aerobias y anaerobias facultativas gue contieIJen citocromo, 

confiriéndoles la capacidad de descomponer el peróxido de 

hidrógeno. La excepción es el Streptococcus (8l). 

Coagulase. Comprueba la facultad de un 01•ganismo para coagular el 

plasma por acción de la enzima coegulasa. Esta prueba se utiliza 

espeoificamente e11 la dife1•enciación de especies pertenecientes 

al genero Stapbvlacaocus: .S... ~ da reacción positiva 

comúnmente y S... epidernis la presenta. negativa. Frecuentemente es 

utilizada como indice de virulencia o patoge11icidad (l.J.)(81). 

Por lo general, el criterio más ampliru11e11te utilizado para 

verificar la toxigenicidad y patogenicidad de cepas de E.. ~ 

de otros microorganismos sapi~ófitos es la prueba de t.":08gulas8 .. 

debido a que la e11zima producida es relativamente te1•moestable, 

pudie11do sopo1·tar temperaturas de so·c poi· 30 min. (148). 

Motilidad. Determi11a si un orga11ismo es móvil o inmóvil por medio 

de sus flagelos (Bl). 

Fosfetasa. Por medio de ésta se determina ls capacidad gue tiene 

un organismo para producir ls enzima fosfatasa en cantidad 

suficiente como para desdoblar el difosfato de fenoftaleíns. Es 

importante en la determinación de cepas patógenas de las espec1es 

Stapbvlocqct~p~ (81). 
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Cuadro 1. CARACTERISTICAS DIFERENCIAEES DE LAS ESPECIES 

MEDIO DE 
PRUEBA 

Coagulase. 

DNasa 

Manitol 

Fosfatasa 

S au.reus 

+ 

+ 

Acido 

Vi 

DE $taphylqqaqcus 

Vz 

V 

V 

S hvtqua 

V 

V 

Pigmentación Dorada Blanca Blanca 

Hem6lisis + Vs 

Vi Variable, en su mayoría positiva 

Vz Variable, en su mayoría negativa 

V.s Variable 

Fue11te: Bergdoll, M.S. (1972). 
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Cuadro 2. CARACTERISTICAS BIOQCIIHICAS DES,. iilJlr:JflJCL. 

PRUEBA 

Cata lasa 

Coasulass 

Termonuclee.sa 

FermentacJ6JJ de msnJtol 

FermentacJ6n de lactosa 

Fermentación de sacarosa 

FermentacJ6n de glucosa 

HotJlJdad 

LJcuefaccJón de gelatina 

Reacción de Voges-Proskauer 

Reducclón de nitrato 

+Prueba positJva 

- Prueba negativa 

Fuente: Hao FaddJn, J. F. (199@) 
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Reacción da Voges-Proskauar. Se utiliza para evidenciar a 

aquellos que forman acetilmetilcarbinol (acetoína), como producto 

final neutro de la fermentación de la glucosa (81). 

Termonucleasa. La producción de endonucleasa termoestable es una 

propiedad ca1·acteristica de casi todas las ceJ.""BS de .s_. ~ 

esta enzima se deteota utilizando el agar ADN-azul de toluidina 

(14) ( 37). 

En alimentos, principalmente en leche y p1•oductos lácteos, 

existe una estrecha relación entre el crecimiento de .S.. . .a~Y 

la pz•oducción de DNasa termoesta.ble (termonucleasa) y entre esta 

última y la. sintesis de enterotoxina ( 1€J8). Cords y Tatini, Parle 

et al y Batish et al !13)(34)(99), han 1•eoomendado la prueba de 

termonucleasa como un método rápido y confiable para la detección 

de cepas enterotoxigénicas en produotos llicteo.s. 

Reduooi6n de nitratos. Dete1•mina la capaoidad de un organismo 

pa1•a reducir el nitrato en nitritos o en nitrógeno lib1•e (81). 

Diol1a reducción de nitrato (NOs-) en nitrito (NOz-) y en gas 

nitrógeno (Nz) se lleva a cabo sene1•almente en oondioiones 

anaeróbics8, en donde el organimsmo obtiene el oxigeno del 

nitrato. 

Liouefacción de gelatina. Permite la identifioaoión de organiemoa 

que producen en:rimas de tipo proteolitico (gelatinasas) que se 

eno.!ll'gan de licuar la gelatina. 

1.1.2 Factores que influyen en su crecimiento y desarrollo. 

Aún cuando .S.. ~ es un organismo que se caracteriza por una 
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resistencia relativamente elevada a diferentes agentes físicos, 

como son cambios bruscos de temperatui•a y efe pH, existe11 

condiciones que pueden influir negativame11te en su crecimiento y 

desa1•roll o. 

1.1.2.1 pH y acidez del medio. La mayoría de las cepas del 

género Staphvloqoccus se desarI'ollan s valoI'es de pH entre 4. 5 y 

9.3, siendo el rango óptimo de 7.€1 a 7.5; aunque éste depende del 

tipo de medio, de la concentración de cloruro de sodio existente, 

la atmósfe1•a y la cs.ntidad de i11óculo (18). 

Nino1• y Narth (88), han encontrsdo que el .'Ícido acético 

ejerce un efecto inhibitorio sobre ,S.. ~ mayor que el 

provocado por el ácido láctico, y éste a su vez causa una 

inhibició11 mayor que el hidl'C>clorh.idrico. Sin emba1•go, se hs 

demostrado que a temperaturas de 1€1 a 37ºC, el daño por acidez no 

provoca la inactivación de ,S.. ~ pero a 45ºC hay una pé1•dida 

de la viabilidad del microorganismo. 

Se ha obse.l'vado que el daffo causado poi• acide:;; 110 prot'Oca 

ni11guna lesión en la membrana celula:t• del microorganismo, pero si 

ejerce una inhibición en la síntesis de su RNA (72). 

1.1.2.2 Te111PBratura. ,S.. ~ ss un mesófilo típico, crece 

a temperaturas entre 6.5 y 46ºC, siendo la óptima ent1•e 30 y 

37ºC, no obstante es capaz de adaptarse y desarrollarse a 

temperaturas de le a 

habilidad de crecer por 

45ºC, incluso algu12as cepas tienen la 

a1•1•.iba o abajo de dichos valo1•es cuando 
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el medio contiene sustancias termoprotectoras como 

aJJJinoá.ci dos ( gl u tama to monosódi co) ( 8) ( 45) ( 61). 

NaCl o 

1.l.2.3 Compos1ción del medio. Existen varias sustano1as 

incluidas en los alimentos que pueden influir en el c1•eciJJJiento 

de .S... ~- El cloruro de sodio contenido en el medio puede 

afectar el desarrollo del microorganismo debido a que la 

sensibilidad que p1•esenta ante este compuesto va.ria de acuerdo a 

le. edad fisiológica del ct1ltivo (56). La ooncentraci.ó1i salina 

necesaria para inhil,J.1• el c.z·ec:imien to del 111io1•r...i1..1.z•ga11ismo depende 

del tipo de éste, pH, actividad de agua, tempersturs. y 

composición quimica del sustrato (41). 

Otra sustancis. que provoca inhibición sobre S. . .a.w:e..u.s. ee el 

nitl'ito de sodio (NaN02), siendo st1floiente pequeñas cantidades. 

Fang et al (42) observaron qlle este efecto está. en relación al pH 

del medio de cultivo en el que se encuentre el microorga.nismo. 

El efecto protector que eJei•cen sales de metales 

monovalentes sobre .S..-~ p.:wece ser debido p.z•i1wlpalIJJente s.1 

anión cloro CJ-, ya que en estudios i•ealizados por Hurst et al 

(6@), se ha observado que ot1•os aniones s.dem.!is del cloro no 

tuvieron efecto p1•otector alguno. Sin embargo, también se observó 

que el catión no carecia completamente de efecto, porque NH4CJ 

resultó ser menos efectivo que el NaCl o KCl y el LiCl no sirvió 

del todo como agente protector. 

La tasa de crecimiento de s_. ~ en condiciones 

anaeróbicas es más baja que en presencia de oxigeno (32). 
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1.1.2.4 Actividad de 

agua (Aa) óptimo que 

agua~ Existe un valor de actividad de 

permite un ci•ecimiento máximo del 

microorganismo, el cual decrece cuando la Aa se 1•educe y llega a 

cesar cuando ésta disminuye di•ásticamente. s_ . ..ru.u:.e.i.z.s cultivado 

anaeróbicamente, es inhibido a niveles de Aa de 0.98, mientras 

que en condiciones aeróbicas la Aa minims es de 0.86. En ge11eral, 

baJ·o condiciones desfavorables como presencia de agentes 

conservadores, pH bajas o temperaturas de c1•ecimiemto subóptin1as, 

la capacidad del microorganismo para proliferai• a valoi•es de Aa 

más bajos disminuye (45)(92). 

1.1.2.5 Competitividad con otros microorganiSlDOB por el 

medio. Generalmente, niveles l.iajos de E.. ~no son buenas 

competidores en alimentos c1•udos B.denuís, a temperatau•as que 

favo1•ezcan el crecimiento de éste, la flora saprófita no1•mal de 

los alimentos es antagónica, actuando competitivrunente f1•e11te a 

los eleme11tos nutritivos y modificando las condiciones 

ambientales hasta hacerles desfavorables para el crecimiento de 

estafilococo (67). 

Así mlsmo, .S.. =es un competidor 1•el.!ltlww1e11te débil y 

en ocasiones varias bacterias pueden inhibir su crecimiento o 

proliferar más que él. Poi• lo general no log1•a desarrolla1•se bien 

ante la presencia de otros organismos a menos que su inóculo sea 

mucho mayor que el del competidor, por ejemplo en una proporción 

de 1€J@:l las coliformes# algunas especies de ~y bacterias 

ácido lácticas, inhiben el crecimiento de .S.. ~ siendo mayo1• 
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el efecto a temperaturas de 15"C que a 3B"C. Otro ejemplo es el 

oomportai11iento que Stapbylqcocqus tiene ante la presencia da 

estreptococo¡ se ha demostrado que cuando StreptococcuS' ~ 

creció en un caldo nutritivo Junto a .S.. ~ éste fue capaz de 

incrementar su población en una dilucjón, sin embargo i10 p1•odujo 

enteroto.":ina. Es po1• esto que la i•elación inhibitoria de otras 

bacterias con estafilococo puede ser de ayuda para prevenir la 

producción de toxinas en alimentos (12)(22)(129). 

La inhibición microbiana de .S.. fill.l:elli!. es de!>ida 

principalmente a los productos ácidos, bajo pH, producción de 

peróxido de hidróge110 u otras sustancias inhibi r.01•ias como 

antibióticos, compuestos volátiles, sustancias bacteriostáticas o 

competencia por nut1•lmentos esenciales. 

La. ms..voria de l.9.s bacterias que se encuet1·an en los 

alimentos suprimen el crecimiento de .s.. = aunque existen 

algunos que pueden ejercer un efecto estimulante. La inl1ibición 

originada. por la flora microbiana. de los a11me11tos sob1•e .S.. • 

.a.u.z::!eLUL depende de- ciertos factores que incluyen la proporción 

del microorganismo con los competidores, la temperatu1•a y 

atDJósfei~a de almsce11amiento, las carscteristica.s intrinsecas del 

alimento tales como pH y Mtividad de agua y la caps.oldad de la 

floi•a para produolr compuestos inhibitorios o estimulantes (37). 

1.1.3 Comportamiento ante tratamientos térmicos. La 

aplicación de calor constituye la. forma más común para destruir 

microorganismos tanto en la lndusti•ia de alimentos como en muchas 
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otras. Cuando el tratamiento térmico empleado no es el suficiente 

pa.1•s. c-a:usar la: destrucción del organismo, éste sólo sufre lo que 

se co11oce como dalia subletal: fenómeno que provoca un estBdo de 

desequilib!•io metabólico. Dicho da1Jo está 1•elacionado 

directt3.mente con la termorresistencla del microo1•ganismo p1•esente 

(41)(72). 

El calentamiento 

lesiones i•epa1•ables: 

c1 top] asmtí ti ca que 

:mblietal 

daJJo en 

ooasiona 

de la bacteria causa v .. 'lrias 

la integ1•idad de la membrana 

pe1•dida de mate1•iei.l celulllr, 

dllJinoácidos, lípidos o iones, principalmente calcio y magnesio, 

hacia <?] medio de cultivo. Esta perdida provoca una disminución 

en le. ludotolerancia del microo1•ga.nismo, haciéndolo incapa:; de 

fo1•ma1• colonias en medios conteniendo 11lveles elevados de NaCl 

(56)(72); la capacidad metab,>lica de las células se ve alterada, 

ya que existe una inactlvación selectiva de las enzimas celulares 

y unc5. desnatura.li:;a.ción pa1•cial de la proteína celular. La mayor 

lesión es la deg1•ada.ción que suf1•e el RNA-1•.ihosome.l (53). Ademas, 

las célulds dañadas téi•micamente al presentar una actividad 

metabólica mínima son i1Jc8.paces de si11tetlzar ente1•otoxins. (24). 

Son dos las condicioJJes p1•incipa.les que pueden al te1•a1• la. 

i•esistencia de ..S... ~al ce.101•: 

Edad de las células calentadas. Ha sido demostrado que las 

células bacte.ri .. rwas e11 fase logarítmica de c1•ecimiento so11 me11os 

resistentes al calor que las tratadas durante la fase 

estacionaria ( 18). 

v·arios investigadores han mostrado que las células jóve1Jes 

12 



son menos resistentes a condiciones no favorables para su 

crecimiento gue las maduras (149). 

CompoSición del medio de cultivo~ E.~isten ciertos componentes de 

los alimentos que pueden ejercer un efecto termoprotsctor sobre 

las células de 13.. ~alterando su sensibilidad al calor. 

Enti•e éstos se encuentra ls. sacai·osa, que provoca un incremento 

en la termorresistencia del mic1·oorganismo, mientras que la 

glucosa la disminuye ( 18) ( 128). 

Se ha observado que el NaCl eje1'oe un efecto de protecció11, 

en lugM• de .inhibición sobN• las células de ,5.. .a.w:=: les 

pe1•m.1te crecer a tempe1•sturas ma.yo1•es R las de su limite m&1.;imo, 

i12c1•e111enta el valor de la constante de destrucción térmica, 

disminuye el dañó causado por aplicación de procesos té1•micos y 

favoz•ece .su desarrollo bajo condiciones desfavorables. Se ha 

comprobado además, que la morfología celular de S.. .a.J.U.:.el.LS. 

incubado a 45ºC en presencia de cloruro de sodio (5.8%), es 

apreciablemente diferente de la. pi•esentada por aguell .. s células 

incubadas a 37ºC en ausencia de este agente protector (58)(60). 

Otras muchas sustancia.s juegan un papel lmport.~mte en la 

res1stenci8. que ,,S.. ~ p1~esenta al calo1·.. entre otros se 

encuentran el peróxido de llidróseno, alginato de Bodio, 

conservadores y algunos aditivos pernil ti dos en la .indust1•iB de 

alimentos (30). 

Las células suspendidas en grasas, aceites o medios co1J al to 

contenido de ácidos grasos, son difícilmente destruidas a 

diferencia da las que se encuentran e11 medio acuoso, debido a la 
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esc:asa conductividad termic:a de los lipidos (12)(67)(13@). 

HB siclo demvst1•.ado que la 8P8J'eJJte s1..1b1•ev'ivenciB de las 

bact::irias t1·atadas tér112icamel1te, puede variar de ttcue1•do al uso 

de diferentes medios así como de la temperatura de incubación y 

el pH del medio (136). 

En forma general, se sabe que E... ~ puede resistir mejor 

el calor en un pH pr~-.:imo a 7.@ y que ccm.f'orme el \"alor da esta 

parámetro se aleja, ocurre un aumento en la sensibilidad térmica 

de las células, debido principalmente a que se presenta una 

pérdida de estabilidad tanto en las proteínas como en el mismo 

microorganismo. Es por esto QUe en alimentos muy ácidos es 

necesario apl.ica1• un periodo menos proloncado de tratamiento 

te1wico o tma tempe1•a tura menor, para log1·a1• una disminución r:m 

el nü:m:o1·0 de mic1•001·g .. 9.nismos (67). 

Conforme existe u11a dismi1wción en el conte11ido de humedad 

del medio de suspe11.:-ió11~ la resistencia gue los organismos 

presentan al calor aumenta. La des.nattu•alización de las 

proteínas, mecanismo gue p1•ovoca muerte térmica, se ve favorecido 

cuando se emplea calor húmedo. La forma exacta en que este calor 

facilita la desnaturali::ación de p1•oteinas 110 ha sido definida, 

pe1•0 se piensa que es determinante en 1.s formación de g1•upos -SH 

libres, lo que aumenta la capacidad de las proteinas para captar 

agua. La presencia de esta lilti111a permite la ruptura de enlaces 

peptidicos por calor, proceso que en su ausencia requiere de mas 

energía ( 67). 

En gene.z·al, puede decirse que cuanto más rico en nutrimentos 
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sea el medio de cultivo mayor será la termoprotección sob1•e las 

celulas del O!•ganismo (19). 

Se conoce que el daij"o téi"JJ1lco subletdl en ,S. .a.i.u::..e.u.s es 

1•eve1•sible, por lo que las condiciones de crecimiento a las que 

se somete el microorganismo después del tratamiento térmico son 

exti·emadamente import .. ri11tes para la total recuperación de las 

células. El microorganismo debe ser transferido a un medio 

conteniendo una fuente de aminocicidos, fo$fato. glucosa J' 

magnesio principalmente; los valores de temperatura y pH óptimos 

pa1•a tal fin son 32ºC y 6.@ respectivamente (55)(62). Cabe 

mencionar que las células daiie.das té1·micame1l'Ce P!''esentan u:2 

pe1•iodo lag mucho m .. rf.s lai•,eo gue las gtie JJc.1 le estcin. pasando J."'0.1' 

lo que puede denominarse un "p:-1•iodo de 1•ecuperación" cuyo 

mecanismo es complejo (18)(59)(62). 

All~·oi.id y Rus.sell (4), po,!~ su pa1~te han info1•mado que 

bacte1 .. ias ..,¡ue sobi·eviven a t1·ata01iemt:os termicos aplicados (47"C 

y más), muestran un aumento en el pe1•iodo de latencia cuando el 

cultivo es trdnsfe.rido a un medio de i·ecupe1•ación, además la fase 

lag depende entonces de la temperatura a la cual se han mantenido 

las célul8s du1~ante el c~denta111iento. Así mismo, se }Ja encont1•ado 

que esta fase lag se incrementa. confor111e la e.-.:posición del 

orsanismo a tempe1•att1ras letales aumenta. 

De acuerdo a lo obser1,ado por Jaclrson J' ívoodbl11e (66), 1111 

cultivo de .S.. ~ tratado téi'!l1icamente z•equlere de mayor 

tiempo para multiplicarse y alcan:;ar su número m~':imo de células 

en caldo nutritivo incubado a 37ºC, que aquel cultivo que no ha 
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sido sometido a tratamiento con calor. Puede decirse que la 

aparente sobrevivencia de las ba.cte1•ias ti·atadas térmicamellte 

pueden llega1• a variar por el u.so de diferentes medios de 

cultivo, así como el tiempo de incubación y el pH del medio 

utili;;ado ( l36). 

El almacenamiento de Ji.. a tempera turas de 

1•efl•ige1•ación ( 4-5ºC), puede ocasionar igualmente un daño 

subletal. Jackson (65) /Ja observado .;¡ue el mruitener al 

mic1•001•ganismo a una temperatura. de 5ºC dursnte 21 días, provoca 

un dafio en su metabolismo ya que se ve incapacita do para crecer 

en medios en los que comúnmente se desarrolla, especificamente en 

agar manitol sal (NSAJ. Sin embargo, demostró que su recupe1•ación 

es posible YB .;¡ue su metBbolismo Jlo se ve detenido por completo; 

ciertas funciones como la multiplicación y la división celular no 

se llevan a cabo a esta tempe1•atura, pero ot1•as pueden continuar 

por lo gue su metabolismo sólo se ve desbalanoeado. Ademlfs lB 

lesión provocada está. en i•elación con el inc1·emento en su 

sensibilidad al cloruro de sodio y a un incremento en los 

requerimientos nutr1ciomlles de }l. ~ dañado. 

Durante el pei·iodo de reparación, el mioi•oorsaniemo es capaz 

de recuperar cie1•tas funciones que los tratámientos térmicos 

aplicados Jiabian suspendido. El regreso de su llalotolei·anoia es 

independiente de la i•ecuperación de la Bctividad enzimática, de 

la síntesis de lípidos, del balance sodio/potasio y del 

transporte de sustancias. Sin embargo, de todas estas funciones 

la única iiecesaria para el crecimiento y multiplicación de Ji. 
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~ es la reparación del RNA ribosomal durante el periodo de 

i•ecuperación (59)( 131). 

Existen otros factores que pueden ayudar a uJ1a p1~onta 

recuperación de .S... .a.u..r.e.u,s. cuando éste l1a sido sometido a 

tratrunientos térmicos. Se ha visto que la p1•ese11cia de glucosa o 

extracto de levadura, por eJemplo, estimula su crecimiento al 

ocasionar que la longitud de la fase lag d.isminuya (4). 

Smi t}J y colabo1•ado1•es ( 129), sugieren que del mismo modo que 

.S.. ..a..u.c.e..ua. es capaz de recuperarse de un da1Jo térmico puede 

hacerlo de cualquier otro tipo de daño causado mediante algún 

proceso empleado en la i¡¡dustria de alimentos o incluso i¡¡icia1• 

la sin tesis de enteroto>:ine, sobre todo bajo temperaturas de 

almacenaJJJiento eleva.das. 

1.1.4 Métodos de recuento y aislamiento de S.. ~en 

alimentos. Debido a la importancia que para la industria de 

alimentos y salud pública tiene .s_. ~. se lJa.11 dese.1•1'ollado 

diversos medios de cultivo que permitan su crecimiento e 

identificación, haciéndose ce.da ve= cu'fs selectiv'OS P81'8 ei~it8r el 

desa1~rollo de otros microorganismos ajenos, p1~incipalmente de 

especies Beci l Zus. pero al mismo tiempo 110 deben 111hiblr la 

proliferación de células de S.. ~ estresadas (37)(63). 

A pesar de los illtelltos reall:::s.dos, /JO se ilB. 

encontrar una combinación de suste.ncias adecuada que 

logrado 

lleve al 

aislamiento óptimo y exclusiva del microorganismo en cuestión. 

Para facilitar el aislamiento del organismo se han empleado 
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medios con diferentes agentes selectivos basándose principalmente 

en la tole1•aoia al clorw•o de sodio de Ji. ~ su habilidad 

para i·educiz• los teluritos y fermentar el mani tol y su reacció1J 

con lipovitelina (proteína del huevo), entre ot1•os (93). 

Existen en la actualidad diversos medios para el recuento Y 

aislamiento del estafilococo como lo son: 

* Agar Nanitol-Sal (11SAJ 

>e Agar Telurito-Gliclna (TGA) 

* Agar Vogel-Johnson (VJA) 

* Agar Azida-Base sangre (ABA) 

* Agar Colbeck con Yema de huevo (CEY) 

* Agar Azida-Yema de huevo (EYAA) 

* Agaz· Fenoftaleina-Difosfato (PPAP) 

* Agar Teluz•ito-Polimixin-Yema de huevo (TPEYJ 

.t Agar Ti<icianato de potasio-Actidiona-A::ida de sodio-Yema de 

huevo-Piruvato ( KRANEP) 

* Agaz• Baird-Parker (BP) (35)(135). 

El medio de cultivo de mayoz• uso actualme1Jte es el ags1• 

Baird-Pa1•ke1• debido a su efectividad; existen informes en los que 

se mencion.an que permite el crecimiento tanto de células dafls.das 

como sin daño. Su selectividad sa basa en· 2 propiedades 

importantes que presenta el miarooz•ganismo durante su desar1•ollo: 

- Ji. ~ utiliza la lipop1•oteina de la yema de huevo, la cual 

desarrolla un precipitado blanco alrededor de la colonia por la 

formación de sales de calcio y magnesio de ácidos grasos. 

- .S.. ~reduce el telurito formando colonias negruzcas. Esta 
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sustancia inhibe a varios microorganismos. 

Una varledad de este agar se efectúa adicionándole pll'uvato 

y glicina, los cuales actúan como estimulantes selectivos del 

crecimiento, sin provocar toxicidad en el medio para las 

poblaciones est1•esadas ( 35). 

Los métodos utilizados pa.z·a su recuperación de una sran 

variedad de alimentos son selectivos o conllevan técnicas de 

enriquecimiento, impidiendo en ls. mayoz•ia de los cdBos el 

desarrollo de otro tipo de microo1·ganlsmo. 

El método más usado y recomendado por la FDA (1975) es el de 

BBll'd-Parker (BPJ, el cual puede se1• utllizado tambié11 para la 

recuperación de microorganismos daflados. Um1 modiflce.clón liquida 

de éste puede ser empleada para la 1dent1f1caci6n de Ji.. ~ 

con lesión subletal, método conocido como Van-Doorne íl45). 

Las colonias desarrolladas en BP, después de un periodo de 

incubación del mlcrooroanlsmo no ma3ro1" a 48 hoi·as a 37"C,. son 

tlpicae de .S.. • .m.u:.e..us.: ciz•oulares, lisas, oonve.t:as, hú.rnedas, de 

color gris a negro azebs.clle, de 2 a 3 mm de d1W1etro, 13 menudo 

can una aureola externa blanca por la reducción del telurito y un 

halo opaco o claro por la acción que tleiie sobre la yema de 

huevo. Generalmente las colonias con estas características .se 

seleccionan y se someten a pruebas de coagulasa y termonuclea.sa 

con objeto de verificar (9)(1@)(122). 

1.2 Enterotoxlnas Estafiloc6cioas. 

Las ente.:rotoxi12as estafilocócicas son proteínas 
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de pesos moleculares 1•elatl.v8.11Jente ba.jos:1 

tel"morreslstentes y fácil01ente solubles en agua y soluciontJS 

sali12as. Este.s son p1•oducidas en p1•1nc.ipio por .s... ~ sin 

embargo otras especies como el .S.. jntermediuc; y ,S_. ~ hsn 

sido identificadas como enterotoxigénicas (21)(35). 

Se encuentran clasi:flcadas t:?n 7 grupas: A, .B, Ci, C.s·, C.;1, [J 

y E; todas con estructuras biológicas similares. Su 

diferenciación se ha realizado mediante anticuerpos específicos 

(69)(113). De las toxinas producidas por alguna especie de 

estafilococo, la más toxigénica es la to.':ina A ( 17). 

Cuando se encue11tran puras, son de color blanco, son 

higroscópicas, solubles en agua y soluciones salinas. La 

secuencia de sus aminodcidos y puntos isoeléctricos se han podido 

determinai• (18)(88). En el cuadro 3 se ilusti•an algunas de sus 

propiedades físicas y guimicas. 

Las enterotoxinas en estado activo, pueden resistir la 

acción de enzimas proteolJticas tales como tripsina, 

9uimotripsi1u1, renina y papaina, además estas toxinas son de las 

pocas de origen bacteriano de naturaleza proteínica resistentes 

al calor (18)(67). 

Se ha observado que las enterotoxinas en a.limemtos 120 quedan 

completamente inactlvadas por ti~ate.mientos té1•micos comunes como 

la pasteurización. Tatini (142), afirma gue el tratamiento 

térmico no garantiza la inactivac16n de dichas toxinas. Por otra 

parte, las toxinas que han pasado por un trata~iento térmico 

presentan mayor actividad biológica que las no tratadas. Read y 
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colaboradores (111), demostraron que los preparados brutos de 

toxina son más termoestables que las toxinas puras. 

Químicamente las enterotoxinas son cadenas simples de 

polipéptidos que contienen cantidades relativamente grandes de 

lisina, aspartato. glutamato y tirosina. Aunque existen 

diferencias en la composición de las mismas, estas no_, reviste~"l 

maJ'Or importBncia, excepto poi• el efecto que pueden eje1•cer sobre 

su punto isoeléctrlco (18). 

1.2.1 Producción y estabilidad. Debido a que la enterotoxina 

estsfilocóclc.• A es una Pl'Oteina típica, se presume que su 

biosíntesis es mediante reacclones tipicas pe.rs. la sintesls de 

proteínas; sin embargo, no es tan simple como la formación de 

proteína celular, YB que es posible obtener Ull buen crecimiento 

de .S.. ~ enterotoxigénlco sin presentarse producción de 

enterotoxina ( 17 ). 

Se ha sefislado que las toxinas estafilocócicas pueden 

apa1'ecer en 1 os cultivos a la 4-6 horas y aumentar 

proporcionalmente a lo largo de la fase estacionaria y en ls fase 

de transición (79). 

Existen numerosos métodos para ls producción de 

enterotoxinss en el labo1'atorio, pero su empleo depende 

principalmente de la extensión y propósito del estudio (18)(138). 

El medio recomemdado Pal'a la obtención de pequeñas 

cantidades de toxina, es Infusión Cerebreo Corazón (BHI) con 1% 

de extracto de levadura, incubando a 37ºC. Se usa la técnica de 
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celof.á.n sobre aga.r cuando se trata de m~dio sólido; cus11do el 

medio es liquido, se aplica el método de cultivo en saco (37). 

Para. la producción de grandes volümenes de eJJterotoxlna, se 

utiliza la caseína hidrolizada pa11creática y sus variantes, 

debido a las ventajas gue presentan al contener compuestos de 

bajo peso molecular de fácil el.iminar:.ión durantEI :;;u puri.f.iCJ;Jo.1r5JJ 

(7@). 

1.2.2 Factores que influyen en su producción y estabilidad. 

En general, la producción de enterotoNina está favorecida cuando 

las condiciones para el crecimiento son óptimas, sin embargo 

puede verse alterada por un núme-""'CJ de factores diversos 

incluyendo la cepa del microorganismo, el medio de cultivo y las 

condiciones de éste ( 31). 

En el cuadro 4 se muestran algunos facto1•es que afectan la. 

producción de e.11terotoxi1ias estafilocócic.E::s (88). 

1.2.2.1 Temperatura. Se ha observado que la disminución de 

la tempera.tu1•a de incubación tiene el efecto de prolonga!' la 

aparición de toxinas, habiéndose seiialado 72-96 l1oras como 

necesarias para descubrir la enterotoxina A en leche. 

A pesar de que las ente1~oto>:in .. 'is estafilocácicas son de las 

poce.s toxinas bacterianas de naturale=a p1~otei11ica que so11 

termorresistentes, ha quedado comprobado gue cuando se aplica 

calar sufren varios cambias en sus propiedades, siendo la más 

susceptible la A y la B la más resistente. 
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Cuando la enterotoxina A es calentada a Be"C por 28 min, 

existe un decremento del 5@% en la reacción de ésta con su 

anticuerpo específico; después de someterla a una temperatura de 

a@•c por 3 min o a lfJ@•c por 1 min ya 

(16). Li.lly y colaboradores (79), han 

en tempez•a tura 

enterotoxina, 

afectan en mayor 

en comparación con 

no se presenta reacción 

obsei·vado que los cambios 

grado la sintesis de 

el crecimiento del 

m1croorganismo. La reducción en la producción de enterotoxina a 

bajas temperaturas se debe a un efecto di.recto en la biosintesis 

de toxina, o bien, como resultado de algún cambio en el estado 

fisiológico o nutr.iclonal del microorganismo ( 1f34) ( 129). 

En general, la susceptibilidad del n1J.c1•oorganismo y toxinas 

al calor se ve afectada por la composición total del medio en que 

están suspendidos. Por ejemplo, se ha demosti•ado que las células 

estafilocócicas son bastante sensibles al calor en solución de 

Rlngers a pH 7.2 y mucho más 1•esistentes en leche a pH 6.9 (67). 

1.2-2.2 Compaslción del medio. Existen cie1·tos compuestos 

que pueden interferir en el desarrollo de ,S.. = y por tanto 

en la producción de enterotoxina. Tal es el caso de minerales 

como eod1o y cloro, que el microorganlsmo requiere para su 

crecimiento (104). 
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CuadPo 3. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LIJS 

ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS. 

PROPIEDAD A B Ci C2 D 

Peso 
molecular 27,80@ 28,366 34,100 34,000 27,00@ 

Dosis emetic8 
(ED!Se µ¡¡/mono) 5 5 5 5-1@ 20 

Contenido de 
Nitrógeno (%) 16.2 16.1 18.2 16. () 

Punto 
Isoeléctrico 8.9 8.8 8.6 7. () 7.4 

Absorción 
Máxima (nm) 277 277 277 277 378 

Viscosidad 
Reducida (ml/g) 4.07 3.81 3.40 3. 70 

Fuente: Brya11, F.L. ( 1979) 
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Cuadra 4. FAC'rORES QUE INTERVIENEN EN LA PROWCCION DE 

ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS. 

FACTOR HINIHOS VALORES NAXIHOS 
OPTIHOS 

Aa f).9 fJ.99 1. f) 

pH 5.15 7. e 9.f) 

Temperatura (ºC) 1@.() 31)-38 45.@ 

NaCl (%) @ @ ji) 

Atmósfera (% O:z) 1@ 

- no ha sido reportado 

Fu&nte: Mi.nor y Narth ( 1971) 
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Lilly y colaboradores (79) han observado que la producción 

de enterotoxina se realiza con f!J% de NaCl, aunque puede llegar a 

sintetizarse en un rango de 0 a 10%. Por otro lado, Horita Y 

colaboradores (Be) demostraron que el adicionar magnesio al medio 

de cultivo, estimula la producción de enterotoxina por .S... ~-

El añadir una fuente de ca1•bono de fácil metaboli::ación, 

como glucosa o piruvato, a un medio de caseína 11idroli;rada 

reprime la síntesis de ente1•otoxilla B. Similarmente, la adición 

de glucosa o glicerol a un medio químicamente definido, origilla 

un marcado decremento e!l la síntesis de eJJterotoxina A (SEA), B 

(SEBJ y C (SEC) (129). 

Asimismo, se ha observado que la existencia de hid1•ollzados 

de proteína estimulan la producción de enterotoxina A (83). 

Las toxillas estafilocóci.cas como muchas otras toxinas, 

tienden a perder su toxicidad cua11do las cepas de donde pz•oceden 

son sometidas a 1•esiembras sucesivas ( 17). 

1.2 .. 2.3 pH. La p1•oducción de enterotoxinas se limita a un 

rango de pH comprendido entre 5.15 a 9. Q, observándose que a un 

valor de 7. (), la sin tesis se incrementa en forma directa a la 

concentracióll de cloruro de sodio (49)(124). 

El pH óptimo para la sintesis de enterotoxina A (SEA) aún 

cuando no hubiera duplicación de .S.. ~ tanto en presencie. 

como eJJ ausellcia de una fuente de nitrógeno, es 6. 6 a 7. 6 ( 129). 

Ha quedado demostrado que los alimentos en cuyo proceso esté 

1mp11cada una fe1•mentación o acidificación, en caso di; haber sido 
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elaborados en forma apropiada, no deben presentar suficiente 

crecimiento de S.. .a.J.U:eU.5:. como para que la biosintesis de 

entez•otoxina se lleve a cabo, aún cuando exista un abuso en la 

temperatura de almacenamiento (88)(95). 

1.2.2.4 Actividad de agua. El valor de actividad de agua en 

que ..s_. ~puede producir enterotoxina varia con el medio de 

suspe11sión en el que se encuen tz•e, sin emba1•go se ha recomendado 

que esté dentro del rango de 0.9 a 0.97 (144). 

Ha sido demo.stz•ado que la actiT.l'idad de agua existente en el 

medio de suspensión puede causar una ma.vor inbibición en la 

producción de este n1etaboli to, compa1•ada con la supresión que 

ocasiona sobre el crecimiento del mic1•oorganismo ( 117). 

Se ba comprobado que la producción de enterotoxin• A puede 

ocurrir bajo condiciones de /Ja que no favorecen la formación de 

la toxina B (67). 

1.2.2.5 Atmósfera. La síntesis de toxina se lleva a cabo 

tanto en condicio11es anaeróbicas como aeróbicas, no existiendo 

una dependencia dii•ecta en esta condición, sin embargo Smith et 

al. (129) observaron que la presencia de un 1@% de oxigeno 

disuelto en el medio incrementa la p1•oducció11 del metabolito. !!.. 

~ está clasificado metabóllcamente coa10 un a11ae1•obio 

facultativo por lo que crece más rápldaniente bajo condiciones 

aez•obias, por tanto la aereación es un efecto positivo para su 

crecimiento y subsecuente formaciól) de enterotoxina. 
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El crecimiento de .S.. = y la producción de enterotoxina 

bajo condiciones anaeróbicas depe11de de otros facto1•es como pH, 

temperatura y actividad de agua. En general, la p1•oducción de 

enterotoxina en un determinado alime11to está relacionada con la 

composición de éste, su naturaleza fisica, pH, contenido de 

humedad del alimento y las condiciones de almacenamiento bajo las 

cuales se encuentra, así como la temperatura, tiempo y atmósfera 

( 19). 

l.2.3 Métodos de detección de enterotoxina. La detección de 

entei·oto:dna en los alimentos se puede logra1• pol' el empleo de 

métodos biológicos, usando animales o procedimientos in vi tro y 

métodos se1·ológioos pa1'a identifica1• las cinco difei•entes 

entero=oxinas estafilocócicas (67). Sin embargo, la determinación 

de tosinas e11 productos alimenta1•ios z·equiere mátodos que sean 

mucho n;ás sensibles que aquellos utilizados para la detección de 

la enterotoxigenicidad de cepas (20). 

Los métodos más comúmnente empleados in vi t1•0 so11 i•es.cciones 

a11tigeno-anticuel'pO con algunas modificaciones, en éstas se 

aproveche. la pi•opiedad gue tienen las enteroto:-:11ias PB.1'8. producir 

anticuerpos en animales de labo1·atol'io ( 18). 

Esencialmente todos 

preps.1•ados en conejoe, 

purificadas (21). 

las anticuerpos en 

usa11do las enterotoxinas 

uso llan sido 

individuales 

La precipitación del complejo enteroto>:ina-anticuerpo en ~l 

01étodo serológico más freaue11te111ente empleado, así como la 
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técnica de doble difusión en gel de Crowle, por ser los más 

específicos se basan en una comparación di1•ecta entre una 

enterotoxina de referecia y una muestra desconocida (35). 

Los principales sistemas utili::ados pa1•a la detección 

cualitativa, cuant1ta.tlva y semlcuantltativa de enterotoxinas se 

me11cionan a continuación: 

Método de Oudin o prueba en tubo de difusión en gel. Esta prueba 

tiene una sensibilidad de 5-2@0 µg/ml de entei•otoxina. Consiste 

en utilizar un tubo con anti to):ina incorporado previamente en 

aga1•. Ls muestra presuntiva es agregada y se observa la 

precipitación en la ::ona de eguivalenci.a. El asar desciende en 

relación a la concentl'lwión de toxina y de anticuerpo (15). 

Prueba de doble difueión en gel. Se emplea una placa con 

perforaciones en donde se coloca la solución con el antígeno y 

anticuerpo en pozos adyacentes. Al difundirse, se forma una banda 

de precipi tacJ.ó11 e11 el punto en que ambos compuestos 

interaccionan. Su sensibilidad es de 5 a 18 µg de 

enterotoxina/ml. Se usa pz•incipalmente para detectar la presencia 

de toxina en extractos obtenidos de alimentos (15). 

Prueba de precipitación en tubo. La prueba es cuantitativa. La 

toxina es puesta en contacto con su antitoxina cor1•espondi e11 te, 

Para i•ealizar la e12 forma. semeja12te al metodo de Oudin. 

cua1itifioaci6n, el nitrógeno total en la zona de precipitacióll se 

analiza por la técnica de micro-Kjeldahl (151). 

Prusba de hemaaglu~inacióne Una solución en la cual los 

ewticuerpos se encuentran unidos a eritrocitos, se pone en 
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contacto con la en tero toxina. Cuando existe suficiente 

concentración de antigeno, ocurre una reacción de aglutinación. 

Su sensibilidad es de (3. 0015 µg de enterotoxina/ml ( 151). 

Prueba de radioinmunoensayo (RIA). Se utiliza una placa sensible 

pa1•a a.ntigenos so!u•e la cual la enterotoxina se adsorbe. Se 

agrega la toxina marcada con íodo radioactivo, se deja actuar por 

un tiempo determine.do, la enterotoxina excedente so remueve y la 

radioactividad emitida se mide en un contador gama, así la 

cantidad de e12te1•otoxi11a prese11te en la 01uest1•a a analizar se 

relaciona indirectamente con la cantidad de enterotoxina 

radioactitra p1•esente. A me1201• i•adioactividad, mayo1• concentz•ación 

de toxina en la muestra. Su sensibilidad es de 0.0015 a 0.010 µg 

de enterotoxfoa/ml (20). 

Prueba de difusión radial simple. La p1•uebs. presellta una 

sensibilidad de l.@ µg de ente1•otoximvinl. El ant.isuero se ag1•ega 

al asa.1•, se mezcla y se vierte en placas que. se dejs.11 enf1•ia1·. 

Pe.ra colocar dife1•entes concent~·a.ciones de enterotoxina, se J1ace11 

pe1·foraciones en las que se adicionan. La placa se deja en 

incubación por un pe1•iodo de 24 horas en un ambiente húmedo. 

Cuando la toxina se difunde, un anillo de P!•eoipitación se forma 

al1•ea'edo1' de los pozos, este halo se revela 0011 una solución de 

ácido acético-etanol, se mide y se elabora u11a curva está.nda:~ 

(22). 
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Figura 1. ENZY'HE LINKED IMHONOSORBENT ASSAY (ELISAJ. 
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RPLA (Rsvsrssd Passive Latex Agglutination). Este método consiste 

en partículas de llitex cubie1•tas con anticuerpos especificas, 

seguido de la adición del extracto de alimento. Si cualquier 

ente1•otoxina está p1•esente en dicho extracto, las partículas de 

látex se aglutinarán. Este procedimiento se lleva a cabo en 

placas de m1c1•otl tulaaión de poliestire110 con fondo en "V". La 

reacción de aglutinación se detecta visualDJente (22). 

Su sensibilidad es similar a la obtenida en la utilización 

de las p1•uebas de ELISA y RIA (21). 

En ocasio11es pueden llegar a presentarse reacciones de 

aglutinación no específicas, así gue para la utilización de este 

método debe demost1•a1•se que 110 existan este tipo de reacciones 

mediante controles positivos (22). En un estudio realizado por 

Park y S:::abo ( 100), se evaluó el método y determinaron gue no 

existie~on reacciones no especificas en los extractos obtenidos 

de i.·a.dos alime11tos; se utili=ó el SET-P.PLA comercial y determinó 

una. sensibilidad de (3.25 ng/ml a'e alime1-:.to P.S.l'd las e11terotoxi1uts 

A, B, C y D. 

Rose, Bankes y Strlnger (118), determinaron gue las 

i·eacciones no especificas, es decir obtener resultados falso­

poeitivos en los controles, se pueden eliminar mediante la 

adición de hexB.111etafosfato sódico 10n>N. 

Ps1·a emplear el método de RPLA en la deteooión de 

enterotoxina en alime11tos 1 es 11ecesa.1•io llevs1• a cabo la técnica 

de extracción simple. En general es un método rápido ya que se 

ol,tle11en z•esultados en meJJos de 24 l101•as; es semicuantitativo y 
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no z•equiere de ningún equipo de precisión para la lectura de 

resultados (leOJ. 

Actualmente 

entez•otoxina por 

adecuada para la 

existen "ki ts" comerciales pa1•a la detección de 

el método de RPLA que tienen sensibilidad 

determinación de to~~ina &ll solucio11es de 

alimentos. Sin embargo, el método de extracción sugerido en estos 

eguipos ( 9 ml de solución buffer/g de alimento), "º se i•ecomlellda 

para la cuantificación de pegueñas cantidades del metaboli to 

(21). 

ELISA (Enzyrna Linked ImmUlloeorbent Assay). Es una técllica 

desaz•z•ollada para la detecció."J de enterotoxinas en alimentos, que 

incluye varios procedimientos de las pruebas anteriores (45). 

Además, es uno de los métodos más rápidos y especifi.::os. El 

principio para esta prueba es el mismo que el de RIA. Incluye el 

uso de wu1 en=ima unida, ya sea a la ente1•otoxina o al anticuerpo 

especifico y depelJde del desarrollo de un colo1• por la reacción 

de la en::ima con el susti·a to cor1•espondi ente ( 37 J. Asi, el 

desarrollo de dicho color sei•á directamente proporcional a la 

cantidad de enterotoxina ell la muestra. 

El método es como sis1.1e: (1) las supe1•ficies de los po::os de 

la placa de micro ti tulaclón o de las esfei•as de poliestireno se 

cubran con el anticuerpo especifico; (2) el extracto del alimento 

es colocado sob1•e los pozos cubie1•tos de la placa.; si se usa el 

método de esfera, estas son colocadas en el extracto del alimento 

dentro de un tubo de ensaye; ( 3) después de UJl tiempo de i•eacción 

adecuado, el extracto se retira de los po:;os y el conjugado 
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toxina-anticuerpo específico es puesto en los pazos; en el método 

de esfe1•as, estas son tratadas con el conjugado d&spués de ser 

retiradas del extracto y lavadas; (4) poste1·ior a un tiempo de 

reacción, el conjugado se quita de los pozos y el sustrato se 

adiciona,- en el otro método, las esferas se tratan con el 

sust1•s ta después de que est.as son remo vi das del conjugado y 

lavadas; (5) después de un tiempo de reacción determinado, los 

colo1•es desa1•rollados en los pozos de la placa de micro titulación 

son leidos en un lector apropia.do,- el color desarrollado en el 

método de esfe1•a es leido en un colorímetro; y (6) la cantidad de 

enterotoxina en el extracto es calculada a parti1• de una cu1•va 

estánda1• elabo1•ada con cantidades conocidas de ente1•otoxina 

(figura 1) (23)(43)(75). 

1.3 Intoxicaciones Estafilocóclcas. 

La toxiinfección estafilocócica alimentaria es producida por 

deteJ.'I11i11ades cepas de .s... ~ que generalme11te a.demás de 

enterotoxina. producen coagulasa~ Sin embargo, cabe meJJcionar gue 

no todas las cepas coagule.ea positiva. son caps.ces de 01•iginar 

intoxicaciones estafilocócicas (67). 

Se ha comp1~obado que pa1•a. que los alimeJJtos causen 

intoxicac:i.ón es necesario que e~,,:ist.s e11 ellos una g1•a.11 o.si1tidad 

de Staphvlqqoccpa ~ (5@ .. "'-: J@S - 2@@ x 105 por Bl'aDJO de 

alimento), siendo necesaria una producci611 aproximada de 1 a 4 

microgramos de toxina A por gramo de alimento, o e. €115 a €1. 357 µg 

por peso corporal (19)(92). 
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Los sintomas más usuales de una intc,xica.C'ión estafilocócica 

desa1•1•oll .. "ldos durante las prime1•as 1 a 6 horas so11: náusea., 

vómito, dolor estomacal y dia1•.rea. E11 casos mtis severos puede 

prese11tarse dolor de cabeza, dolor musculs1• y fatiga, anorexia, 

sudor y deshidratación (22). 

J:~s l~ #1::! .• 1 .... ·u•i.:=: ,..¡~ 1~~? ~-i.~,:! .. .,;;; 1.;i J•,:;:r. ... 111.~.;:J·~¡,.~j¡,.~JJ ~1.;il 11u1.it·1~1ut:? .:=~ 

1·ápida, de a 3 días, por lo qui? en .i•cu•as oca;¡;i¡,.11J~:.t ;;r. 

suministra medicamento. La mortalidad es e .. ~:tremadame1Jte baja Y 

por lo general este tipo de toxllnfecci.ón se> presenta en personas 

fisicamellte débiles o ell lactalltes (37). 

El modo de acción de las ~nterotoxinas no se encuentra aún 

totalme11te comprendido, pero los principales síntomas suponen una 

acción sobre las v1sceras abdominales. Estos metabolitos muestran 

Lma gran afinidad por las paz•edes del estómt:1.go e 111testinos 

p1•oduoiendo enterocolitis (8B). 

A pesar de que la susceptibilidad a las int.o.\·icacione~ 

estafilocócicas varia de un i1Jdit"iduo a ot:-o, ésta también 

depende de diversos factores como: la cant.id.!1d de enterotoxina 

consumida, la distribución de la misma dentro del alimento y 

exposicloJles twterlores a este metabolito (15)(17). 

1.3.1 Incidencia en México. E11 Hé.-.;:ico, el Laboi•atorio 

Nacional de Salud Pti!>lica i•eali:;ó llll estudio de bi•otes de 

into:dc4ción alimentBria de origen mic1•obiano y parasita1•io en el 

período comprendido elltre 198()-1989, con la finalidad de collocer 

los a.gentes etiolósicos más frecuentemente involucrados. 
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En dicho estudio se confirmó un 73% de brotes de 

into.:·:ics.ción, los cuales se p.rese11ta1•on con nrnyor fi'ecuencia en: 

reuniones (24. l~r.J, e-scuelas J' gusrderias ( ll.3. 3:_:;, restauraDtes 

(8. 6%), hospitales (8. 6/lf). Se enconti•ó que el mic1•00.rganismo que 

estuvo implicado de 01ane1·a impo1•tante fue .S.. ~ siendo 

responstible del 48.2)/ de los brotes. Como p!:'inc.i.pales alimentos 

involucrados en las intoxicacio11es se encon tra..!'on: guesos 

(29.3~:), pasteles (15.5%), carne (15.1%), leche 

pescados y mariscos (7. o.~;) ( 37). 

( 13. 8%) J' 

1.3.2 Alimentos involucrados. Generalmente las 

intoxicaciones est¿ifilocócicas, se producen POJ" malds prB.cticas 

higit§ni::as en el manejo del alimento. E~ta.s tiltimas, 1·epre.sentan 

un e .. ':cele11te medio de cultivo pa1·a el C'l'ecimiento de .S.. ~: 

uno de los p!"incipales alimentos involuc1·ados en contami12aciones 

df' este tipo es, la leche Y S~lS rleri 1:ados. Algunas 

t.o:·:iin=~ecciones po1· consumo de lecl1e son CélUS.:ldas priJJcipalmente 

por mic.:·oo.t·ganismos gue proceden de la vaca, como es el caso de 

aquellas gue sufren mastitis (115). 

EJ:isten otros alime12tos ademas de l .. "i lecl1e susot?ptlbles ... "i 

oonta:nina.ción po.t• .S... ~: la ca1·ne de cerdo y res, productos 

de panificación, f!"utas y ve.z•dui•as, ensaladas 

cd1•nicos p1•ocesados, representan los p1•incip,:;les. 

JT productos 

Los rellenos utili=ados e11 las pastele1•J.'..'ts ccmsti tu;re11 tm 

medio de cultivo propicio en donde. el microorganismo puede 

desarrollarse pe1•fectamr:nte a tempe1•atu1•a ambieiite { 12). 
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1.3.3 Hedidas de control. La hlglene personal de los 

manipuladores de alimentos a lo largo de todas las ope1•aclones 

industriales es extremadamente importante paz·a la prevención de 

las i1Jtoxicaciones estafilocócicas, :;'a. que el hombre constitu~ve 

la p1•incipal fuente de contaminación. A pesar de que el potencial 

para controlar y aún eliminar el peligro de este tipo de 

contaminación l1a ido me . .iorando, todavía se considera a ,.S.. ~ 

como la causa más común de intoxicaciones alimenta1•ias (92). 

LB aplicación de p1•ocesos indust1•iales spz•opiados tales como 

un eiJfriamlento adecuado de la leche 01•uda, ei1tre otros1 debe 

pi•evenir la p1•oducción de en te1•otoxina te1•morresistente y 

cualquier microorganismo viable debe ser desti•uido mediante la 

pasteui•izaclón del p1•oducto, por ejemplo ·.(136). 

1.4 Leche. 

l.. 4.1 Definición. La leche es UJl liquido blanco, opaC'o, mlis 

viscoso que el agua, de sabor ligeramente a=ucarado y olor 

acentuado. Es el producto integro del ordeñ·o completo e 

ini11terruo1pido de una hembra lechera sa1ia, bien alimelltada Y no 

fa tigads ( 147). 

1.4.2 Principales caracteristlcas fisicoquimicas. Desde el 

punto de vista fisicoquimico, la leche es un producto muy 

complejo; el conocimiento de su estructura permite comprender las 

t1•s11sfo1•msciones que se pz•oducen en ella y e12 los productos 
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lácteos durante los tratamientos industriales diversos (15@). 

Las Pl'incipales caracteristicas fislcoguimicas de la. leche, 

gue. han de tomarse en auenta en la determinació11 de su pui•eza y 

aptitud para la elaboración de derivados lácteos se indican a 

continuaolón: 

Densidad.- Depende del contenido de extracto seco magro (ESMJ 

en la leche, éste generalmente se aproxima a 9@ g/l. 

- Punto de congelación.- Generalmente disminuye con la presencia 

de componentes en disolución, principalmente lactosa y sales. 

Debido a que es la caracteristica física más constante de la 

leolJe es usBdo p1..,11• lo senerBl aomo un método de detección en la 

adulteración de la misma. por adición de agua. 

- Calor especifico. - Puede ser utilizado paz•a calcular el costo 

de calentamiento o enfriamiento de la leche (112). 

pH. - Indica su acidez activa. El calostro es más ácido que la 

leche normal, mientras que la leche del final de la lactación y 

de la.e vacas enfe1•JJ1a.s tienen generalmente un pH más elev·ado, 

próximos al de la sangre ( 6). 

Acidez. - Es la determinación analítica más fz•ecuente en 

teom.ilosis lealle1·a. Es un pa1•8.metro ccinstante en la leclle y su 

aumento indica anormalidad. Todos los componentes copa.ces de 

combinB!'.Se con iones be."sicos coJJt1•ibu .. ve11 .a la. s.aide= de ls. lecJ1e 

(6)(112) (cuadro 5). 
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Cuadro 5. CARACTERISTICAS FISICOQUIHICAS DE LA LECllE. 

Densidad a 15•c --------------------------- 1,030 a 1,il34 

Calor especifico (cal) -------------------- il,93 

Punto de congelación (•e; -----------------

pH ----------------------------------------
Acidez expresada en grados Dornic 

(decigramos de ácido láctico/1) ----------­

Indice de refrigeración a 2o•c -------------

Fuente: Veisseyi•e, R. ( 1968) 
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1ª4ª3 Composición. De manera esquemática, la leche puede 

considerarse como un sistema coloidal constituido por una 

solución acuosa de lactosa (5,0:), sales (@ª 7%) y muchos otros 

elementos en estado de disolución, en donde se encuentran las 

p1•oteinas (3.2!1.:) en estado de suspensión y la materia grasa en 

estado de emulsión (6). Algunos de los componentes del alimento 

se encuentran eJl cantidades muy peguelias y por ello su 

determinación es más difícil que la de aquellos que están 

pz•esentes en cantidades mayores (cuadro 6). 

La composición de la leche varia ampliamente dependiendo 

directame11te de ca1•acteristicas del animal como especie, raza, 

estado de lactación, edad, enfermedades y nutz-lción (cuad1•0 7) 

(115). 

1.4a3.1 Grasa. La materia grasa está presente en la leche en 

foz-•me de gl<..íbulos mu~v pequeijos d1spe1•sos en el plasma, 1•odeados 

cada uno de ellos por una membrana consistente en una caps 

delgada de p1•oteina1; y fosfolipidos principalmente. En la leche 

de vaca, ls fracción lipídica. mayoritaria está constituida por 

trlsliceridos .;¡ue rep1•ese11tan 97-98% del total de lipidos y el 

resto está dado por pegueflas cantidades de mono y digliceridos, 

coleste1•ol J' oolesr:e1•ol este1•iflcado, Bcidos grasos llb1•es y 

fosfolipidos (6). 

l.4.3.2 Sustancias nitrogenadas. Desde el punto de vista 

nutricions.1, ls.s p1•oteinas constituyen la parte más importante de 
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la leche por ser vitales para la vida; desde el aspecto 

tecnológico, la proteína juega un papel muy importante en la 

elaboi•ac.ión de derivado lácteos como el gueso y yogurt ( 112). 

En la leche existen dos srupos diferentes de proteillas: el 

complejo de casei11as (pz•esentes eJJ la leche como suspensión 

coloidal en un 8€!,~) y las proteínas del suero (presentes como una 

solución) { 145). Estas const.i tuyen alrededor del 95% del 

nitróge110 presente, el i·estante es nitrógeno 110 proteinico. 

1.4.3.3 Lactosa. Los glrlcidos de la leche están compuestos 

pt>incipalmente por lactosa (5%) J' e.lb'"'llllos oti·os a.atic .. i:¡res en 

pegueflas cant..idades como glucosa (fJ.1%) y galactosa. La lactosa 

es el componente cuantitativamente más importe.nte de los sólidos 

no si·e.soa, e110011tz•tindose di.suelta en el 87% del agua que contiene 

la leche (5€1 a por litro de leche). Además, la lactosa es el 

compuesto gue principalmente contribuye a gue este allmento sea 

isotónico con el plasma sanguineo l' a sus pi•opiedades coligativas 

(pi•esió1i osmótica, descenso del punto de com;elación, elevación 

del punto de ebullición). Su descomposición en la leche es el 

i•esul tado de acción microbiana (ff) {82). 

1.4.3.4 Cen1zas. Algunos de los minerales encontrados en la 

lecbe son derlvados de las sales disueltas en ella, pero oti•os 

provienen de componentes insolubles, principalmente del complejo 

de caseína. Los catlones principales son calcio, magnesio, sodio 

y potasio y los aniones mayoi•ital'los fosfato, cloruro y citrato. 

41 



Cuadro 6. COMPOSICION GENERAL DE LA LECHE. 

Componentes mayoritarios 

I Agua 

II Hatel'las g1•asas 

III Proteínas y sustancias 

ni tz•ogenads.s 110 proteicas 

IV Carbohidratos 

V Sales 

Componentes minoritarios 

VI Enzimas 

VII VitBJI!inas 

VIII Pigmentos (carotenos, xantofilas, 

rivoflavina) 

86,9% 

3,9% 

3,2% 

5,1% 

@,9.1: 

IX Células diversas (epiteliales, leuco­

citos, bacterias, levaduras, mohos) 

X Otros elementos (dió.-.;:ido de carbono, 

oxigeno, n1t1•ógeno y otros gases) 

XI Sustancias ext.railas 

Fuente: Amiot, J. (1991). 
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Cuadra 7. ESQUEMA COHPARATIVO DE LA COHPOSICION DE LA LECHE 

(g/188g) DE LAS DIFERENTES ESPECIES ANIMALES. 

Especie Grasa Caseína Proteínas Lactosa Cenizas 
del suero 

Humana 4.6 e.a @. 7 6.8 fJ.2 

Vaca 

Bot1 tauru• 4.2 2.6 e.6 4.6 ei. 7 

Boa J.ndJ.oua 4.7 2.6 e.6 4.7 fJ. 7 

Búfalo 7.8 3.2 e.6 4.9 @.8 

Cabra 4.5 2.6 IJ.6 4.4 IJ.8 

Borrego 7.6 3.9 @. 7 4.8 ().9 

Caballo 1.6 1.3 1.2 6.2 (J.4 

Burro 1.5 l.@ 1.0 7.4 @.5 

Camello 4.@ 2.7 @.9 5.4 @. 7 

Fuente: Van Der Bei•g, J. C. T. ( 1988) 
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1. 4. 4 Funcionalidad coma medio de cultiva. Debido a su 

composición, la leche es un excelente med1o de cultivo para 

ciertos organismos. Su elevado contenido de agua, su pH casi 

neutro y su riqueza en alimentos energéticos en forma de azúcar 

(ldctosa), grasa y citrato, asi con10 compuestos nitrogenados, la 

hacen un medio adecuado y propicio pe.1•a el crecimiento y 

desarrollo de varios mic1•oorganismos (45). A pesar de las 

mencionadas características, el crecimiento de los 01•sa12ismos no 

es siempre constante debido a las 

se producen en ella por factores 

variaciones de composición que 

ya sea estacio11ale:s o por los 

diversos t1•atamientos a los que se somete. 

La leche no puede considera1•se un medio de aul tivo 

unive1•ss.l, porgue algu1u1s de sus ca1•e.cteristicas la ao11vie1•ten en 

un medio selectivo. El desarrollo de Ol'Bllllismos de intei•és 

lactológico se ve desplazado en ocasiones dado gue éstos no 

encuentran condiciones óptimas en la leche. Algunas cepas de 

estreptococos lacticos reguleren de la degrsdBcián de lB proteína 

de le. leche pe.re. sotisfacer sus Jlecesidades de llitrágeno, los 

compuestos a.l sufrl1• dicho proceso, dan 01•igen a otz•os productos 

gue sirven como nutrimentos o inhibido1•es 8 otros orse.niB111o8~ LB. 

leche es ei1 senere.1 una buena fuente de minerales sin embargo, 

algunos como el cobre, zinc, magnesio y hierro sólo se eJJOue11t1•an 

en cBntidBdes peque1Jas; Sll e.dlciáll Bl aliniellto favo1•ece el 

desarrollo de muchas bacterias, entre ellas las de los fermentos 

léicticos, inhil11endo algunas especies de Pseudomonas al unirse a 

la lactoferrina~ E.~isten, por ejemplo otras bacterias lácticas 
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que encuentran en la leche la mayor parte de las vi ta.minas B que 

neoesitsn PM'a su desa1•1•ollo (6)(1@5)(147). 

La leche posee propiedades inhibitorias naturales, como 

i•esul ta.do de la p1•ese1JCia de coJJJpuestos bacteriostéiticos que 

permanecen aún después de dos o tres horas posteriores al ordeño. 

Estos son más activos en lecl1e a temperatura ambiente que en 

leche refrigerada. Estas sustancias son termolábiles siendo las 

p1•inoipales laa lscteninas ( aglutininss y lsotopei•oxidasas) 

(145). 

1.4.4.1 Flora microbiana. La flora propia de la 

co1ut1E1te p1•incipalmente e12 

reproducción, sin embargo 

DJi Ol'OCOCOS 

antes de 

no pa tógei1os de 

ser pasteurizada 

leche 

lenta 

puede 

contener orsanismos que p1•ovoquen su descomposició11, la mayoria 

de los cuales son de natui•sleza psicrófila. En el cuadro 8 se 

mu.strsn los principales grupos microbiallos en leche fresca 

(115)(12fJ). 

1.4.5 Alteraciones, defectos y contaminaciones. La leche es 

w1 alimento muy pe1•ecede1•0 y de fácil 0011tam1Jlación. La 

inadecuada pasteurización, la deficiente higiene de la planta 

industri.•l o el mantenimiento de altas temperaturas después de la 

pasteurización, pueden facilitar la presencia de elevados 

i•ecue1Jtos de microorganismos en leche pasteurL~ada. Además, puede 

contaminarse principalmente con microorganismos procedentes de: 

piel del animal, mallipulacicSn del personal, el aire y utensilios 

empleados en su manejo. 

Se ha observado que el contenido de bacterias de la leche 
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cruda puede ser mayor cuando los animales productores se 

encuent:1•an afectados de mastitis; tal es el caso de la presencia 

de Stapbvlqcoaaus .a..u..::eJJ.a en leche cruda. Esta puede estar 

contaminada tamb1Ein con diversos m.icroo1•ganismos patógenos para 

el hombre como micobacterias tubei•culosas de tipo bovino, 

salmonellas, b1•ucellas y estreptococos procedentes de animales 

enfermos ( 1136). Debe tenerse en cuenta gue el alimento es 

susceptible a contaminaciones posterlo1•es a su obtención, dura11te 

.su procesado e indust1~ialización. Debido a la diversidad de 

fue11tes de contamins.c.tón, una 11.iglene y 

memei..io son esenciales para evitar pé1•did ... 'l.S 

lndustl'ia lechera ( 112) ( 145). 

buenas p1•éicticas de 

considerables en la 

En la leche recién ordeñada existen algunas sustancias 

inhibito1•is.s como las a.glutl11lns..s y lactope1•oxids.sas, sin embargo 

en ocasiones no son suficientes para detener el crecimiento Y 

deSM'l'Ollo de los mic1•001•ganismos ( 45) ( 115). 

Contaminaciones de este tipo no son las únicas alteraciones 

y defectos gue puede p11 esentar la leche, existen otras como: 

1) Acidificación y cuajado por acción de bactel'l.s.s lácticas, gue 

ae ve favo1 1eclda cus.ndo 18. lecJ1e c1·udB pe1'111a11ece ls11go t1empo a 

ternpe1•atura a01biente antes de ser trata.da térmicamente. 

2) 0101• desagradable p11 ovocs.do por la. p .. "'oducción o'~ ga.s fo1•01s.dc.i 

po:• algunas bacterias p1•incipa.l01ente del gé11e1•0 Clq.::trtdium J' 

RsqtlJ11q. Puede se1· ca.usl.idB r:amhién poi• o.':ida.oión de éicidos 

grasos no saturados e hidrólisis de glice~ina. 

3) Sabor amargo debido a la hidrólisis de las proteinas lácticas 
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poi• acción micl'obiana, esta protéolisis se ve favorecida pol' el 

almacenamiento a temperaturas bajas, destrucción' de gérmenes 

láctic<os poi• calor y JleutNdizaci6n de los ácidos por los 

metabolitos de otros microorganismos (92). 

1.4.6 Situación actual en la industria lechera en México. En 

México el problema de la leche como alimellto básico está ceJJtrado 

en la 111suflcienc.1a de su p1•oducc.1ó11 pa1•a abastece1• las 

necesidades, hecho gue ha colocado al país como el p1•ime1• 

impoi•tsdor de leche ell r:l mundo. 

Cabe señalar <;¡ue a pesai• de <;¡lle Ja prcidticcióJl de Ja leciie ha 

atw1entado e .lncluso existen ciez•tos estados de la Repüblica 

Mexicana que son autosuficientes rebasando en ocasiones los 

i•eguerim.1e11tos de autoconsumo, el c1•eciniie11to demo¡;1•aºfico l1a sido 

bastante alto (cuadro 9), por Jo gue balaJJcear la dispollibilidad 

de leche pai•a cub1•i1• dicho iJJcremento no ha sido posible 

(25)(64). 

Durante 1986, existieron e.-.:.cede11tes de cerca de 1384 

millo/les de litros de los cuales alg¡mos fue1•0Jl canalizados a 

regiones deficitarias. gue en ese mismo a.110 presenta1~011 un 

déficit de 2154 millones de lit1•os. 

La producción lechera durante 1986 fue de 7400 millones de 

lit1•os api•oximadamente, iiecesit1fodose 9500 millones de litros 

para satisfacer las necesidades de Ja población. E1i los cuadros 

10 y 11 se observa la producció1i naciollal de leche de 1970 a 1990 

y la deoianda desde 1991 a 1995 (1)(64). 
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Cuadro 8. PRINCIPALES GRUPOS HICROBIANOS EN LECHE CRUDA. 

Gr upe 

Micrococos 

Estreptococos 

Bacilos Gram (+) ne esporulados 

Bacilos Gram (-) (incluidos cclifcrmes) 

Esporas de .Baci l Zzr~ 

Misceláneos (incluidos estreptcmicetcs) 

Fuente: Rcbinscn, R. K. (1987) 
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total de micrccrganismc) 

3@ - 99 

i:l - 5@ 
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Cuadro 9. IHPORTACIONES DE LECHE EN POLVO. 

AIW VOLUMEN PRECIO POR TONELADA 
(tonelada) (dólares) 

1981 133,2@@ 1,225 
1982 97,4@@ 1,18@ 
1983 97,5@@ 85@ 
1984 1@4,@@@ 815 
1985 134,@@@ 744 
1986 13@,@@@ 8@@ 
1987 156,5@@ 1,77@ 
1988 211,@@@ 2,19@ 
1989 252,@@@ l,99@ 
199@ 287,(:l@@ 2,@@@ 

Fuente: Inst. Nal. de la Leche (1991). 
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AflO 

1970 
1971 
1972 
1973 
1974 
1975 
1976 
1977 
1978 
1979 
1980 
1981 
1982 
1983 
1984 
1985 
1986 
1987 
1988 
1989 
199€! 

Cuadro 1@. PROWCCION NACIONAL DE LECHE DE VACA. 

PRODUCCION DE LECHE 
(millones de litros) 

4483.f! 
4694.1 
4914.2 
5225.3 
5500.0 
58€!8.S 
5907.3 
618€!.9 
6509.4 
6641.9 
6741.9 
6856.4 
6923.6 
6768. 4 
686€!.3 
7172.9 
6373.4 
62€!0.9 
7696.4 
8160.2 
848€!.0 

INCREMENTO EN RELACION 
AL AflO ANTERIOR (%) 

4. 70 
4.68 
6.33 
5.25 
5.61 
1.69 
4.63 
5.31 
2.03 
1.49 
l. 70 
e.98 

- 2.24 
1.35 
4.55 

- 9.14 
- 2. 70 
lfJ.9 

7.5 
3.12 

Fuente: Inst. Nal. de la Leche (1991) 
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Cuadro 11- NECESilJA[)ES ESTIMADAS DE LECHE FLUIDA 
(millones de litros}. 

AIW HINIHA NAXINA 

1986 8662.3 9569.3 
1987 9e88.5 9973.1 
1988 9551.0 1@395.@ 
1989 1@138.4 1@2@9.2 
1991iJ 1@316.3 1042@.@ 
1991 10478. 7 11!!638.8 
1992 1@646.3 10862.3 
1993 10816. 7 1<1@9@. 36 
1994 10989. 7 11323.3 
1995 11165.5 11561.@ 

Fuente: AguiJ·re, E. N. (1989) 
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1.5 Yogurt. 

La palabra yogurt proviene del vocablo tu.reo "Jugurt ". El 

producto original se 

calentamiento largo 

volwnen7 se enf1•ia y 

elabora con leche de vaca co1Jcentrada por 

a fuego directo hasta 2/3 partes de su 

se a11ade w1a po1•ción del yogurt del dia 

anterior como inóculo, dejando incubar a temperstu1•a a111ble11te 

hasta la obtención de un coágulo firme (125). 

1.5.1 Historia de su elaboración. El proceso de elaboración 

del yogui·t es un a1•te muy sntlguo gue data de hace miles de a.nos, 

probablemellte anterior a la domestics.ción de vacas, cabras y 

ovejas; sin emba1•go, iw fue sino hasta el siglo XIX que se 

comen::;ó a estudiar y comprende1• las diferentes fases de su 

producción ( 145). 

Ha sido considerado como un alimento sumamente benéfico para 

la salud _,, 11utrición lwma11a desde tiempos remotos. El mayor valo1• 

nutritivo que presenta el S'OtrUI't sob!'e las oti•as leohes 

fermentadas se debe principalmente al elevado co1itenido d" 

sólidos lácteos que contiene. Es probable qu<? sea 01•iginario del 

tledio O!'lente, aunque en la actualidad es p!'oducido en todo el 

mundo, tanto de forma casera como industl'ial (126). 

En los paises del suroeste de Asia y ciudades de Eui•opa del 

Sui•, es un alimellto o bebida tradicional gue puede se1· pz•epsz•B.dB 

con leche de Liúfala., burra, vsca, oveja o cal:>ra (71). Es conocida 

con diversos nombres según el pais ( 14@). 
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1.5.2 Definición. El yogurt se define como una leche 

fe1•mem ta da, acl dlfi c.•da, C0/1 

consecuencia de la acción que 

co11sistenola de 

sobre las proteínas 

1;;el 

de la 

como 

leche 

eJe1•ce11 las bactei•ias lácticas, p1•ovocando su precipitación y 

posterior coagulación (8;J) ( 150). 

1.5.3 FundBIDentos de su elaboración. En la manufactura del 

yogu1•t se aPiade a la leche pa.steu1•L:.uide. un fe1•111eneo gue oontiene 

los mic1•001•ganlsmos 11ecesa1•ios para t1• .. "l.nsfo1•111arla mediante la 

fermentación de ls lactosa, y se incuba hasta alct111::a1• el grado 

de acidez deseado. Las p1•oteinas de l .. "1. leche se oo.sculan ,.v 

precipitan debido a la acidificación que provocan la.s bacterias 

lacticas, siendo el p1•oducto fundamental el ácido lactl co. 

La industria reconoce POl' lo gene1•al dos tipos p1•.incipale.s 

de yogu1•t: estátic<.i y batido, clasifioaclón que se basa ian el 

método de elaboración y ell la estructul'.o fisica del ''º81,,-.ulo 

( 115). 

Pueden presentarse problemB.s en el proceso de elaboración 

del producto por lo que es p1•eclso l lev .. ci1• UJJ c..~011t:1•ol de varios 

parámetros: 

Hicroflora: es Jlecesario elimlna1• la posibilid.od de conta111J.nación 

poi• microo1•sanismos ext1•aPios a. lo largo de la. fermentación 

utilizando leche de idónea calidad bacteriológica y 

convenie11temente pasteu1•izada. 

El cultivo iniciador debe tener equilibrados sus 

compo1uJ1Jtes, ya que en el fermento t1•as una larga serie de 
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re si emb1•as llega a p1•edomin .. tt.1• una especie desapa.1·ecle11do 

p1•og1•eslvame11t:e la. "".,~1·a.. 

Temperatura: debe ser constante durante la fermentación. El 

almacenamiento debe se1• en condicio11es de ref1•igeración 

tempe1•atura bastante baj.s. (4-5"C). 

Acidez: una acide= elevada provoca una cuajada de mejo1• 

co11.sistencia y má.s estable que la formada a bajos valc11•es de 

acidez. 

1.5.3.l La leche coma mBteria prima.. En gene1•td se puede 

partir de leche entera7 descremada o pa.1•cialmente dc:-scremada; 

del1e de estar lil .. re de cualquie-1• clllse de antibióticos ""., 

cualquier sustancia inhibitoria de bacterias lBcticas con objeto 

de que los cultivos empleadas puedtw desar1•olla1•se sin p1•oblema. 

Además debe tenerse cuidac:lo de que la ma.te1•ia p1•ima se encue11t1•e 

lib1•e de rn .. 9te1'iBl conta.mi11ai:te como células epit:f"lift.les a 

leucoci t;os procea'en:es de la ;lándrzla. m!llll!U'i.!? del animal que 

pued .... 9n afecta1~ la producción del yogul'•t (45). 

La calidad del Jlogurt depei1de prillcipalmente de la leche a 

utili=a1•, come los aditivas, 

subsecuente manejo de-1 prodw .. "'!t._;. DeL'"ido tt gue P.5!'.S. la elabo1·acii:..:.n 

de .vogurt se }J._=, ut..:2.::.ach., leche- ·.:Je d.!..sr.int.sE :?sp::>:..·i:='.: d11imtil-?.2:, 

_pueden Pl''esent. ... !:a'.:.1e t·ni·iác:ion~)~ :;.:¡ l.:1 ca.l.J..d.=i.d de ¿,;:-::.e. P.!2~"ª c.:t"ita.:· 

los efectos d.:- di::-115.:."' va.:·iaci:1:J:>:.:· int:·i1Jscir."'!.fü? ¿¡ 1a c ... •111peisició:J de 

la leche en uso, es ¡.·Teciso l't;•currir a la est .. ::mdal•ización, 

nonmdi::a.ción J';/o e11:•lquer."imient"o de.O? 11..1 misma. 
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Para co11trolar el proceso de fe1•111enta.ción la leche debe se1• 

ti•s.tsda te1•mlcsme11te 0011 culd.sdo antes de se1• lnoculad .. q~ con 

objeto de: 

- destruir el mayor número posible de mic1•oorga.nis1110.s. 

convertir la leche en un iiutrlmento más adecuado para la 

bacteria responsable del p1•oceso de fermentación deseado. 

- confe1•i1• al p1•oducto final ciertas propiedades especificas, e.f. 

la viscosidad deseada (145). En ocasiones la leche se malltiene eJJ 

ebulliolón poi• periodos de tiempo prolongados con la finalidad de 

evaporar a.gua y p1•ovoca1• la desestab111:::ación de la.s protei1UJ.s en 

cierto grado, co1itribuye12do a.si a 1.nc1•ements.1• la viscosidad. 

1.5.3.2 Estandarización de grasa y extracto seco magro. La 

p1•eparaolóJJ de la mezcla bl'isica implica la [01•tifioació11 y 

normalización de la leche, ests operación i11volucra el aumento en 

la co11ce1Jt1•a.ció11 del ext1•e.cto seco de la me;;cla pa1·a co11seguir 

las propiedades reológic.gs deseadas en el p1•c..1duoto elabO!'Bdo 

(115). El e .. 1't.1·acto seco se ajusta generalmente e11ti•e 12 y 15~1: de 

acuerdo a la te.-.:tura desea.de., a nienos que existan JJ01•mas legales 

que exijan conce.ntraoiones clete1•mina.da.s. 

En el cuadro 12 se resumen los distintos métodos empleti.dos 

de fo1•tlfioación/no1•m.s.li=aolón de la me::;cla. b.:i.sic.a, hacidndose 

menció11 de las posibilidades que existen para aua2e12ta1• o 

disminuir los distintos componentes de la lecl1e. 

El método tradicional de concentración de la lecl1e ha sido 

el 08le11ta111iento de la misma. Este consiste e11 111a11te11e1• la leche 
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en ebullición hasta reducir su volumen a 2/3 del valor inicial, 

provocando además otras muchas modificaciones fisicoquimicas 

( 14@). Aungue el método más corriente es la adición de leche en 

polvo a la leche líguida, el empleo de la ultrafiltración para 

concentra1• e 1 e.-.:t1•a e to 

posibilidad. 

En ocasiones 

menoiomidas en el 

pueden 

cuad1•0 

seco, actua.l111e11te constituye 

adicionarse sustancias como 

u ot1•as como esta.bilizantes 

una 

las 

y/o 

emulsionantes permitidas por las legislaciones alimentarias 

(gomas naturales, modificadas o sintéticas); a.::úcares y/o agentes 

edulcorantes; y conservadores, gue a.demás contribuyen con otras 

ca1•acte1•istic8s en el p1•oduct:o. Cada uno de los insi·edientes 

añadidos a la leche propo1•ciona una propiedad fUllcional diferente 

al YOl!.""llrt, algunas favorables y ot1·as en cambio indeseables. Por 

ejemplo, la adición de algunos hidrocoloides como carbo:dmetil 

celulosa sódica, goma. gua1• 1..1 goma de algarrobo, a co11cent1•aciones 

bajas del orden de @. @5%, puede implicar una desestabili:::Bción de 

las m1celas de cnseina Jl aunque estas BCBba11 finalmente 

coagulando, la mBtl•iz gue forman tiene una capacidad de retención 

de BSl.lB bastante limita.da por lo que se p1•e.senta u11a sl1Jéreels 

evidente ( lt19). 

1. 5. 3. 3 Homogenización. Literalmente la liomogenizaaión 

consiste en la formació11 de una emulsión l1omogénes. de dos 

líquidos inmisaibles. En el caso del yogurt, la emulsión es una 

tlpica de la categoría aceite en agua, por la que la grasa 
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pi•ese~ta una clara tendencia a separarse formando una capa 

superficial (especialmente du1•a.ne el periodo de i1JCt1ba.ción). Con 

objeto de ev.i tai· este fenómeno, la 01e=cla se somete a un pI'Dceso 

de mezclado a al ta velocidad, esto es la. lecl1e es forzada a pasar 

a t1•aves de un pequeifo orificio a elevada presión ( 115) _ 

Generalmente la homogenización se lleva a. cabo a 55ºC y a una 

p1•esió12 de 20@ s.tm, lHmc;¡ue e:.;isten ocasiones en que se utilizan 

temperaturas más eleva.das J' presio11es menores (t35ºC, 15@ a 2@@ 

atm) (145). 

La impo1•tancia del proceso de bomogeni::;ación se puede 

obse11var en el cuadi•o 131 en donde se muesti•an los p1•incipales 

cambios fisicoquimicos que sufre la leche destina.da. a la 

fa.brioacióll de yogu1•t (139). 
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Cuadro 12. ALGUNOS NE'J'OJ)()S DE FVRTIFICACIO/NORMALIZACION 
DE LA LECJJE. 

MATERIAS 
PRIMAS 

Leche entera 
líquida o 
Leche descre­
mada liquida 

Leche en polvo 

PROCESO/ADICION 

Evaporación 

Leche en pal vo 

Leche desci·emada 
en polvo 

1:1a::ada en polvo 

Caseinato 

Suero de queso en 
polvo (desecado por 
nebuli;;ación) 

Leche entera eva­
porada 

Leche descremada 
evaporada 

Leches concentra­
das (ósmosis in­
versa) 

EFECTO PRINCIPAL 
EN LA LECHE 

Aumenta todos los 
componentes 

Aumenta todos los 
compone11tes sólidos 

Awnenta el extracto 
seco 

Aumenta el extz•acto 
seco y fosfolipidos 

Aumenta el extracto 
seco, la caseina 

Aumenta el extracto 
seco, las proteinas 
del suero, la lactosa 
y los minerales 

Aumenta todos los 
componentes 

Aumenta el extracto 
seco 

Aumenta todos los 
colJlP01Je1Jtes sólidos 

Las leches entera y desci•emada en polvo pueden 
reconstituirse hasta un extracto seco predeter­
minado o bien hasta, los correspo11dientes a las 
leches liquidas, fortlficá11dolas o p1•oces1fodo­
las como antes. 

Fuente: Robinson, R. K. (1987) 
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Cuidro lJ, !DDJfICWDm DEBIDAS A LA Ha!OGCKllACJOH DE 
LA LEW DfST!KAOI A LA FAllJCACJOK OC YQGlll, 

mm Df LA mmmwoi 1.ID1f1W1Dfü mmms !! !t YOGUIT 

AiJIUfo di 
l1.!Coli·1ad ~e1Uct1/if J¡I taU~O dE fo! glé~dc; gfiiU f' iLJHllft d~ la ai;ordh H· 

bff lií ijcrJu 't :aaiti, Jo our jfieriir.• uil aunr.tc· d!l Hkmz t~ta: 
efedil'b Ce s1;>ta~da; H 'su.>pnsi:.ir/, 

Jcfj~j(¡<f xa11tir-1JridiH OE~idr. ¡ Ja éeHr¡ari:¡ciJ: e~ j¡ •e~bm.i d~l gl.Hdo gr¡;c qul CDll!HU 
¡;r,.j1¡,fau~te la uta.: iJ;, Ja a~t:'Fidili' Hú1ática prEHate H /,¡ hdL 

tcfo1 tz:s tl•TJ~vi Ll i1J1utc Ctl 11~1uo de ;Já~uJD; ~r¡:;¡1; ¡uuti Ja nfhxiót f áüp1m6;. 
de la liJ:. 

!ipóJüü St oburti un ilJtHto dt li ;upufkie tot•l iJe gr¡:;a upuerti i la aw;n 
df lu Jipaus. (¡ dertr¡¡azó» dt h 1utraai dE1 glób~Io grua pr.uiJE ,¡¡¡~ 

Hntu el 9rah o'~ Upáli;is Ctb11fo ~ !os cuJ!iv!)s e;tárter, 

:Ddt~Na u fo;fvlipid¡¡J Vet!.d< ;,J ~fHt1; {is;~o u ap1Hic u~ lifl'~ ;ra4t· de tr¡nsftttr.da ~E JÜ!'" 

fi.i1 dr 1uf:t¡i:; a J¡ lECh~ iies.Htildi. 

fu1uti6~ dE espOJli VtbiJq a J¡ •ayer car:cutr¡c;¿n de forfalipidqs er, J¡ fasr oo gnJ;, df !a 
ltche t1 tnbea dE li rüo piadf dar ll!g.it • Ja for1aci6n df upuu tr. 

los ta»ques .te in::it~iciJ:. 

Plnilucll• dt 
Tauño d'e los g;Jb:.iL1; ;ra.;:; Su dinitu:i&~ tdti J¡ fNU·:iár. JE /i Jír;ta Je •,ata e~ tl 1'C'g111t, espe~ 

cilhf:iih dun,nt! le irtc1Jtc.;ié~. 

S.ahu oXidido Pebidtl a f¡ •1gr•ci:t Ge fc;f:.li.;idai ~ 1a f•st ne, ~r¡¡¡ de h la~~ }' i lt 
fonuif¡;1 d1 COff:tHtQ! co11 9rupcs s1t1fhidti1D oue ;;.:ttli~ cou ,¡¡¡fíuiin· 
tes. ,ca;H!nntf :-s ll bsutural!¡¡ciól'i dP r1ofU~as del JictJSUUC lo ~'1t 

fHPih h ~''r•i~iJr. Ct t-rc;os ~H .artes rcultto;. 

iShbifjJ,¡J Je Jn fll1 ÜÍ~if S~ tihl'IVH ~a~~fo; l11 la ir,teri:Cfoll!J p!Dhfna-protciH dtbidH !~ :iT(~ 

¡ cinto gndo ¿e du~1turaJi:¡dé;. r ~ 1ctificac:iones- Cr. tqu1H?inc ¡¡;;nJ, 

AgI11~iudór. ( fJP!U Viuit!lye !;; ~gh"rrrzo:~ de ~Ub~!Jf ;.·~so-; dfHt:íc a !i idurdDn di ~iS ti· 
.ucn:sie~111' Efutü; ct1H y ;ukictlH je asrt;;¡ sobn fos glJ.bulcs graH•.l'. 

CJst{~; pru~rte n la 7ut !f tt•;f!1·11 UH ~r¡;;sfuuch pard11! drsdE h fase n~ grua f-uu~do u~¡ J.<.w 

:c. 91c¡¡ ¡•¡ tn!:-1;r,c ilredlJ01 DE fo~ pe~11et.c; gJ.;~uJD.S grascr ipuectacis.. 

Sir.he¡f¡ Auuth f~ ~idrcfo~icid;d y capadJ¡J de 11tuci6n át agita dE~ióo i hi (;aHi· 
•U ~!Jf fNUt ;i'tr b h udm• dtl gUf-lllO grur y¡ ~tru ir.hncc/i;rnu. 

Fuente: Tamine y Deeth (1980) 
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l.5.3.4 Tratamiento térmico. De acuerdo con Stogards, las 

condiciones óptimas del t1•ataJJJiento térmico previo al que se 

somete la leche pai-a elabora1• yogurt, son 8'3-85"C por un tiempo 

de: 30 minutos, sin emba1"go éste puede variar alcanzando incluso 

tempe1•aturas de estel'lli:=aoión, 120ºC dura¡¡te 5 minutos (137). 

A pesar de que el impacto del tratamiento varia 0011 las 

condiciones empleadas, los efectos de éste son fundame11talmente 

los mismos: 

l. Reducción de carga microbiana inocua y patógena. de la leche, 

enoontrtindose po1" tanto el cultivo iniciado1• con una competencia 

menor de mic.roorganismos adventicios. 

2. Producció11 de factores estimula11tes o inhibidores de los 

oultivos illiciadores del yogiwt: 

(a) estimulación del cultivo iniciador en leche tratada a 62ºC 

durante 3@ minutos ó 72ºC por 4@ mi11utos. 

(b) inhibición del cultivo láctico en la leche sometida a un 

calentamiento ent1•e 72ºC/45 minutos y BZºC/l@-12 minutos o 

s@•C/1-45 minutos. 

(e) estimulación de los cultivos iniciadores en leche calentada 

a 9@ºc du1'. . .ru1te 60-180 mi11utos y en la. tratada en autoclave a 

12@ •e por 15-3@ minutos. 

(d) inhibició1J del inic1'1do1• en leche sometida a tratamiento en 

autoclave a 12f!"C durante más de 3@ minutos (51). 

Este ciclo de estimulación - inhibición - estimulación -

inhibición es debido a los cambios experimentados poi~ las 

proteínas del lactosuero y puede ser reproducido mediante adición 
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de proteínas del lactosuero desnaturalizadas o de clorhidrato de 

clsteins.~ El paso de w1a fase del ciclo a ot1•a, en respuesta .. =t 

diferentes tratamientos térmicos~ es consecuencia de la 

liberación de compuestos 12itrogenados desnaturalizados. A 

concentraciones de cisteina añadida de @.15-@.2@ mg/ml o de 1@-2@ 

µg/ml aumenta el númei•o de grupos SH que quedan libres tz•as el 

calentamiento. Esta sustancia actúa como factor estimulante en 

leche cruda y sometida a un calents01ie11to suave, pe1•0 cuando el 

tratamiento té1•mico es inte11so estas mismas concent1•acionea 

actzisn como inhibidora.s. De m .. qne1•a se11e1•a.l pod1•ia decirse que la 

adición de cisteina, glutato o tioglicolato y la eliminación del 

osige.110 determinan un efecto estimuls11te; la inJJibicló11 se debe a 

un exceso de concentración de cisteina en la leclle, acompailado de 

un incremento de los compuestos sulfu1•sdos 

ciclo de estinmlaci6n se debe B. la 

volátiles; el segu11do 

dismim1ción de la 

ooncentració11 de compuestos sulfu1•ados tóxicos como i~esul tado de 

un intenso calentamiento o guizás a la formación de ácido fó1•mico 

(51)(115)(l4@). 

3. Cambios eJJ las propiedades fisicoguimicas de los componentes 

de la leche: 

(a) E>:iste una disminución en las propieda.des hidrofillcas de 

los complejos ca.seina/)3-laor;oglobulina, lo cusl puede t:ene1~ un 

efecto no deseable sobre la calidad del yogu1•t, aumentando 

posiblemente la tendencia a la sinéresis. 

(b) Hay una desnaturalización de las proteínas del suero 

( a.lbliminas y globulinas) y una ag1·esaci6n de las molecul.•s d" 
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casei11s. que forme.11 una red tridimensional. Diclle. i•ed :•etiene le.s 

p1•oteinas del .sue1·0 .v subsecuentemente el coéigz:lo del yogu1·t 

obtenido se hace más viscoso. 

(c) Dura11te el tratamiento térmico las proteínas lácteas sufren 

cierto daño y sus productos de degradación estimulan la actividad 

del inicia.do1•. 

(d) El calentamiento de la leche puede afectar el estado de las 

sales en la. leche,, especialmente de ca.loio, fosfato,, citrato y 

i11ag11esi o. 

(e) Existe una. pérdida de vitaminas termolábilies Bs, Bi2 y C en 

los diferentes tratamientos térmicos a los gue es sometida la 

lecbe, sob1•e todo cua11do éste es inte11so. La presenciB de O."':.igeno 

disuelto aumenta notablemente léi destrucción de estas vitaminas 

(52). 

En general, .se puede decir que 

modifica. las caseinas de fo1•ma que 

preaipi tar a pH 4. 6, es dife1•ente al 

el tratamiento té1•mioo 

el gel gue originan al 

de 1 a 1 eche JJO t1·a ta da 

térmica.mente. En la leclie cruda,, la caseína precipj ta formando 

agregacdones o pacimos~ en los cuales las proteinBs estBn 

desigualmente i•epartidas, lo gue dificults la inmovilización del 

agua, el coágulo es mucho más flojo .. 

En la leche tratada con calor~ las proteí1rns forma11 una !'ed 

gue es capaz de inmovilizar el agua e11 el .interio1· de sus mallas. 

El coBgulo resultante es firme y tiende poco a la sinéresis. En 

esta red media:Jte el microoscopio electrónico, se ha observado 

gue los microorganismos lácticos ocupan una especie de huecos o 
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espacios vacíos, de modo que las cepas productoras de yogurt y 

sobre todo las filantes se anclan en ellos por medio de cadenas 

de polisacáridos que se unen a las proteinas (116). 

Además, el yogurt preparado con leche calentada presenta una 

fe1'1J1entac1ón muclw más corta, debldo a los facto1•es estimulan tes 

como: la aparición de ácido fórmico, producto de la 

descomposición de la lactosa y la i•educció11 en el nivel de 

oxígeno, N,,, y C02 disueltos en la leche. La leche almacenada en 

frio suele estar saturada de oxígeno, un contenido superior a 4 

mg/Kg produce un estancamiento en el desarrollo de las b"•cterlas 

del yogurt después de un olerto tiempo, que depende de la 

temperatura de incubación y el contenido de este ses { 11), 

1.5.3.5 Proceso de fermentación. Las transformaciones que se 

producen en la leclle o sus derivados po1• le. acción de 

microorBanismos son múltiples y complejas, además de que puede1J 

ser clasificadas en vai·ios grupos. En el caso del yogui•t la 

fe1•mentación que se lleva a cabo es de tipo láctico, en la cual 

el sustrato principal es la lactosa que se transforma en ácido 

láctico en un 20% solamente. La flora lactica se adiciona en 

forma de cultivos puros o mixtos obtenidos en un medio p1•eparado 

con leche descremada. 

1.5.3.5.1 Importancia de cultivos ~ácticos: Streotaqqacus 

tbermpnhilus y Lactahaaillus bul.earic1m Desde hace.i mua}Jo tliPmpa~ 

se han atribuido a los productos lácteos fermentados 
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especialmente 

mediciiudes y 

al yogurt, 

terapéuticas, 

algunas propiedadas 

entre otras. Sin 

nutritivas, 

embargo, las 

características más apreciables e importantes de estos productos 

son sin duda alguna su saboi• y textura (6). 

El uso de bacterias lácticas en la producción de alimentos 

prese11ts un beneficio adicional, al inhibir o i11activar algunos 

microorganismos capaces de causar descomposición o intoxicación 

( 120). 

Las bacterlas, Laatabaaj Zlus by lge,,.tcu.s y Streptqooccus 

thermpp}J1 lp.::- en i•elación sinergista, se emplean en la manufactura 

del yogurt. Son capaces de inducir una fei•mentación l<ictica 

( 1411). 

lactabah'jllus bulgariaus es UJlB bacteria láctica 

J1omafe.rment .. "f.tiva. que se desa.rz•alla óptimamente entre 45 y 5@ºC 

acidificando fuertemente el medio. Es capaz de formar hasta 2. 7% 

de Beldo le:ctico en leche. Stt•eptococcus therm¡.iphi lw~ se 

multiplica bien a ten1pei•aturas entre 37 y 4o•c, pei•o t.!<D1bié11 

puede dcu1a1·1·ollsrse B se·c. Es una especie homofe1•111e11tativa 

te.rmorresistente gue sobrei..~ive a calentamiento de 65,,C durante 30 

minutos (147). 

Las cepas se selecclo1um de .. "f.cuei·do 8 6 pa.1\!i.me traer 

prl.ncipales: temperatura dei crscimianto, .aotiv.idad, producción de 

sustancias aromBticas, variabilidad de las cepas, viscosidad de 

Jos cultivos J' sensibilidad a los fagos (SO). 

El papel desarrollado por los cultivos lácticos en la 

el, .?oración de ..vogurt es: 
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lQ Conti•ibuyen en la producción de ácido láctico como resulta do 

de la fermentación de lactosa; el ácido láctico impa1•te UJl sabor 

ácido, fi•esco y dlsti1Jtivo durante la manufactuz·a de leches 

fermen tsdas. 

2f! Ayudan a la producción de compuestos vola:tiles (ej. diacetil 

y acetaldehido) los cuales cont.:·ibuyen al sabor de los productos 

lácteos. 

3f! Tlenen una actividad proteolitlca o lipollticE<. 

4Q Pueden producirse otros compuestos, por ejemplo alcohol. 

59 La condición ácida en estos productos lácteos previene el 

creci01le11to de 01lc1·oorsimi.smos ps.tógenos, asi como de organismos 

de descomposición. 

Estas bacterias lácticas solamente obtienen energía por 

medio de ls. fei·mentac:lóJl de carbohid1•atos. La lactosa es el 

azúcar mayoritario de la leche, aungue también se puede encontrar 

glucosa y galactosa, que son el resultado de su hidrólisis. 

Los microorganismos lácticos también son capaces de lleva1~ a 

cabo cierta proteólisls. Tie1Jen enzimas p1·oceoliticas especlZ-icas 

eJl su acción (péptidohid1•olasas), capaces de ca tal izar la ruptura 

de cE<dei1Bs peptidicE<s que son muy mu11erosas (14@). 

Al comienzo de lB elaboración del .vogul't, el pH de la leche 

favo1•ece la prolife.z\!lció1J de estreptococos, gue al predom1JJa.r 

ponen en marcha la fermentación láctica. LB acción csseolitica de 

lactobacilos estimula el desarrollo de estos. Sin embargo al 

prolongar la acidificación, el pH de la leche se vuelve poco 

est.reptooocos y p1~og1•esivamente van siendo 
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reempla::ados paz· lactobacilos ( 115). 

Por otro lado, la tesis general que sostiene que .L.. 

bu?garicuc:- libera aminoácidos que estimulan el desarrollo activo 

de .S.. thermapbilus, es universalmente aceptada. Existe asimismo 

una i•elación .simbiótica invei•sa, ya que el crecimiento de L.. 

bulgericue; bajo condiciones de anaerobiosis se ve estimulado por 

un rB.ctor 

tbermppbi Zus:. 

fórmico. 

originado 

que es 

por la 

similar o 

actividad metabólica de .S.. 

puede sus ti tui1•se por el ácido 

Otro factor importante para el buen desarrollo de las 

bacte1•ias lácticas es lB temperatu1• .... "1 a la que se incuben los 

cultivos a ser utilizados en la elaboración de yogurt. Se 

recomienda usa1• de 40 a 42°C .v ... 'I que i•ep1•esenta una media entre 

los óptimos metabólicos de ambas especies, por lo que a esta 

tempera tura se alcan::a1•á una relación 1: 1 entre la población de 

las dos bacterias lácticas. Mientras la temperatura de 45"C es la 

óptima paz•a la p1•odt1cción de acido lactico POl' la mayoría de las 

estirpes de .L.. bulgaric11c:;, 39"C es la temperatura gue prefiel'e .S.. 

thowmapliil!!B (115)(126)(14@). 

Es necesario asegurar un cz'ecimleJJto equilibz'ado de ambas 

especies porque ot1•os metaboli tos distintos del licido llictico que 

son impo1'tantes para el sabor y aroma del yogurt son producidos 

poz~ estas dos cepas. 

Existen algunos factores que pueden influir eJJ la relacióll 

simbiótica de estas especies, como los sólidos totales y el 

tratamiento dado a la leche. El porcentaJ'e de sólidos no grasos, 
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pl'esencia o ausellcia de crasa y la concelltración da sales 

011JJe1·ales pueden inte1•veni1• tan1L1ién en los niveles de producoió11 

de ácido por los microorganismos .v en el sabor y aroma 

desaz·rollados (89). 

En el cuadro 14 pueden observarse las características 

morfológicas de .s_. thermopbiluc: y]¿. hplgaricus. 

1.5.3.5.2 Modificaciones 

fermentación. La acidificación 

coagulacl 6n del producto si el 

en la leche du.rante la 

la puede llegaz• a pi•ovocar 

pH descieJJde hasta el 

lsoeléctrlco de las casei¡¡as. La actividad pz•oteolitica 

flora y la produccióll de metaboll tos secuJJdarios, dan 

PUlltO 

de la 

a loe 

pz•oductos fen11en ta dos sus peculiai•es cara e ter isticas 

organoléptics.s y textura.les . 

.Durallte la. elaboraclóll del yogurt, la leche u¡¡a ve:: sometida 

al tl\9.tamiento térmico se enfi~ia a la temperatura de 1ncubación 

del cultivo lBctico (Streptoqncc-icc: the..,.mcphi 7ue y L.!1atqbt1gillus 

bplgariam=rJ, teniendo lugar ento11ces la fermentación, por lo 

general a temperaturas elltre 40 y 45'C, coJJdicioJJes óptimas de 

cz•ecimiento del cultivo mixto. Este proceso biológico debe 

llevarse a cabo bajo condicioJJes controladas en tangues 

incubadores y fermentadores especiales ( 141.l). 

Independientemente del tipo de yogurt seleccionado (batido o 

t1•adicional), las i~eacciones bioquímicas .z•esponsables de la 

formación del gel/coágulo son exactamente las mismas. 

A lo lai•go del pi•ooeso de fer1nentació1l existen ciei•ta.s 
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modificacio11es z-isicas y químicas de la leche que contribuyen de 

manera di1•ecta a la formación del gel: 

1. La producción gradual de ácido láctico por la fe1·mentac1ón de 

la lactosa comien:;a a desestabili::a1• los complejos de caseilJa­

proteinas desnatw·a11:;adas del lactosue1•0, po1• solub1li:;ación del 

fosfato de calcio y de los citratos. 

2. Los agi•egados de mi celas de caseína y/o las mi celas aisladas 

se van asociando y coalescen parcialmente a medida que el pH se 

aproxima a su punto isoelécti•ico, es decir 4. 6 - 4. 7. 

3. Es probable gue la interacción alfa-lactoalbúmina/beta­

lactogl ... ibul111a con la kapa-casei11a a ti•avés de los g1·upos SH con 

la formación de pue11tes disulfuro, proteja pai•cialmente a las 

micelas f1•e11te a UJJa comple,ja desestabilización o i•uptui·a, por lo 

gue la l"ed del gel o matri:; Queda formada po1• una estructura 

i•egula1• que at.rapa en su interio1• al resto de los componentes de 

la mezcla base inclu;vendo la fase acuosa (115) ( 116) ( 140). 

1.5.3.5.3 Recuento, aislamiento e identificación de los 

cultivos lácti.cos. Debido a la importancia de mantene1• un 

e.quil1b1•io entre l..iacllos .v cocos~ existe la necesidad de emplea1• 

técnicas gue permitan determinar las propOl'Ciones relativas de 

ambos m1croorgsni.smos (84). 

Existe una gran variedad de caldos J' medios de cultivo Plill"8 

ls cuantificación y/o difei•enciación de las bactei·ias ácida 

lácticas~ lo cual indica las dificulta des existentes pa1•a su 

aislamiento. Esto se debe priJJcipalmente a las complejas 
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exigencias en cuanto a los componentes nutricionales requeridos 

por estos mi c1•001•gani smos. Dichos compuestos van desde 

ca.1•bohid1•s.tos, factoi·es presentes e11 hidi·olizados divei•sos, hasta 

determina.das vi ta.minas, aminoácidos, bases pU1•ics:s o pii•imidinas, 

así como iones orgánicos (85). 

Streptqcacc11c;- tbe"'maphilus es un estreptococo muy dificil de 

cultivaz· ya que necesita de dive1•sos factoi•es estimula11tes pa1•a 

su crecimiento, vi ta.minas como el ácido pantoténioo, riboflatdJJa 

J' biotiJJa. Además, i•equiere de pequeñ'as concent1•a.cio11es de calcio 

y disacáridos como la sacarosa .Y la laccosa (2)(84). 

ú:tctobaqi l zu .. ~ hulg.;ricuct es un mic1•001•ga.nismo muy inestable, 

el priticipal facto1• estimula11te pa1•a su crecimiento es le. 

i•lboflavina ( l27). 

Otro factor impo1•tante para el aislamiento de estas 

bscte.rias son l ... 'is condiciones de i1wubación y el pH del medio. 

Por ser anaerobios facultativos y no posee1• Bisteme. de citocromo, 

su dess.rrollo es DJejor en a tDJósfe1•as reducidas de C02 ~ que pueden 

ser suministradas por N2 + C02 o por H2 + C02 en ausencia de 02. 

Ls. ms.yori.s. de ls.s cepBs son acidúricas y el pH óptimo para su 

desarrollo se encuentra ent1•e 5. 4 J' 6. 8 ( 1.23). 
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Cuadro 14. CARAC'l'ERISTICAS HORFOLOGICAS DE CULTIVOS LACTICOS. 

CARACTERISTICAS .s.. t./Jeromar2hilz.zs. L.. hulgar:.ia.u:2. 
( Aga1• de Lee) (Agar HRS) 

Color Amarillo Beige 

Tamaño 4 /llD1 5 mm 

Forma Redonda Redonda 

Bol'des Ir1•egulares Irregulares 

Elevación Cóncava Plano-cóncava: 

Aspecto Hti111edo Húmedo 

Consistencia Butirosa Butirosa 

Lu:: trwismi ti da Opaca Opaca 

Luz reflejada Bl'ille.nte Brllls.nte 

G1•am Cocos gram (+) Bacilos g1•am (+) 

Fuente: Bu.:ihanan y Gibbons (1975) 
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1.5.3.6 Enfriamiento. Proceso decisivo en la producción de 

yogurt ya que pe1•mite 0011ti-•olal' el nivel de éicido 1.tictico 

producido al reduci1• la ac:tividad metabólica del cultivo 

iniciador. El enfriamiento comienza illmediatamente despu&s de 

alcan=a1• la acide= óptima e11 el producto, es decir a un valo1· de 

pH aproximado de 4.6 o una concentración de ácido láctico de @.9% 

(116)(140). 

Puede llevarse a cabo en w1a o dos fases. En el primer caso, 

el co86'Tlllo se e11fria. di1•ectame11te desde la tempe1•atu1•a de 

incubación hasta temperatw·as i11fe1•iores a lO"C antes de efectuar 

la adición de los agentes a1•oma.tiza11tes y al env .. risado del 

producto. En el enfriamiento en dos fases, du1•ante le primera 

pa1•te del proceso se reduce la tempe1•atu.!'a del coágulo de 3@-45,,C 

a 15-20ºC, antes de ai]adir los aromati::.!lntes y de envasei· el 

producto; l.!! segunda fase se i·eal1za en clÜJ1s.1•as de i•ef1•ige1•ación, 

en donde el yogurt se enf1•ia. hasta tempere.turas i11fe1•iores a 1@,,C 

(14@)(145). 

Cabe se1'alar gue el enfriamiento del yogu1•t comien::a a 

·vsloi•etf de pH relatlvame11te al tos y que po ..... tanto la velocidad de 

éste, lenta o rlipida, condiciona la acidez final del producto. 

1.5.3. 7 Envasado. Faine (97), definió el obJ'etivo del 

envasado de la sigr.1ie11te manera: "El envasado es u11a forma de 

asegui•ar la d1st1•ibución del 1-"'l'oducto l1asta el co1Jsumldo1• fi1Jal 

en adecuadas condiciones y con un minimo costo•·. 

E11 genel'al, los materiales que están en contacto directo con 
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le-~ a1imvnt.o~ d~b.:.n .$~I' ató~·:.i.co$ J" <;;,uimicanun1ti: ~·.!Je1•tf:~. Por 

ello, los plásticos son ampliamente usados en la indu.stria. láctea 

y debido a la natu1·ale::a ácida del p::·oducto, al .':1ate1•ial más 

adecuado para las tapas son les láminas de aluminio o los 

materiales plásticos pa1•a sistemas de fácil ape1•tura (36). 

1~5.3.8 Almacenamiento. Un almacenamie11to adecuado deb@ 

retewda1• las reacciones bioquímicas J' biológicas qllé"' se llev .. tin a 

cabo en el p1•oducto. Lo anterior permite conserva1· la calidad del 

producto hasta vari .. ti.s semaJJas desputffes de su f .. ~bric~rtción ( 14fJ). 

I>u1·a11te las primeras 24-48 horas se obse1•va un.9 mejo1·a en 

las caracte1·isticas del coágulo como consecuencia p:rin1..~ipalme11te 

de ls. hidratación J."/o estabilización de las micela.s de caseína 

(116). 

1.5.4 CoJJtamlnaclones del producto. La calidad de u11 

p1•oducto puede definirse en función d~ tm gran número de 

cri te.rias, inclUJ'endo poi• e,iemplo ca1·acteristic.:i:r fisl.cas,, 

químicas, microbioló¡;icas, nut1•iciona.les o sencillamente su 

acepta:U.ón poi· loe- conswnidoi•es. Así,. la microflo1·e del yogurt 

por definición,. se limita a la.s especies bacte1•is12ae inoculadas 

dur.:mte st1 fabriceción co1Jside1·a11do como "contaminación" el resto 

(40). 

Debido a que l.9 leche es la mate1·is prima. I-wrn'a.mental p,g1• .. ti 

la elaboración del yogu1·t, las caracteristicas orga:10lépticas .v 

calidad microbiológica del produC'to fi11al depende1·á -:-11 ¡;ran parte 
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de la composición y condiciones sanita1•ias de ésta ( 116). 

La calidad higiénica de este alime11to debe estar 

consta11temente cont1•olada ¡."IOr lo cual es necesa1·io vei·ificar cada 

una de las materias primas a utili.::ar, asi como tener control de 

los p1•ocesos du1·aJJte la elaboración del yogurt (45). 

Los microorganismos gue con mayor frecuencia llegan a 

encont1•arse en este alimento son mohos, levadu1·as ,y l1acte1•las 

colifonnes. Su presencia. afecta de forma sustancial las 

ca1'.scte1•istioas 01•ganolépticas .V l .. '1 higiene del p1•oducto ( 121). 

Algu11as bacterias p1·oteolitiaa.s puede11 des8r1·olla1·se cu1rndo los 

fa1•mentos lBcticos están inactivos, dando lt1ga1• ... "!: la fo1·mació11 de 

un coágulo deficiei1te o a la aparición de sabores y a1•omas 

ext.:1•afü.is. 

Por ot1•a pa1•te es coJJocido el ilecilo de que lé< iiatu1·t<le;;11 

... ricid.s del yogurt y las co11dlciones de oonse1--vación en l ... r¡s que 

tienen lugar su come1•ciali::;ación i·educen en forma significativa 

el g1•ado de desa1·1•ollo de algunos mic1•001·ga11is111oe:i co111;a.min .... "i11tes. 

Sin embargo, estudios l'eali:;s.clos por Ga1•cí.:i •y colabo1•¿¡do1•es ( 48), 

ae1Talan gue 111ic1•001·sanismos J • ..,ote11citdment:e patógenos como E.. 

~ y E . .a!!l.:l... fue1·on encontrados en yogures comercia.les. 

1.5.5 Norma miorobio16gica. El pi•oducto objeto de esta norm11 

se cla.slfica en ti·es tipos y c ... 'ida tmo comp1•aJJde t1•es subtipos de 

acue1•do a su composición y un sólo g1•ado de calidad (94). 

Tipo 1. l'ogurt o Leclle búlga1•a natural. 

Tipo II. Yogurt o Leche búlgara con f1•uta y a1•omati=ado. 
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Tipo 111. Yo¡¡urt o Leche búlgara aromatizado. 

Subtipo A: De leche entera. 

Subtipo B: De leche parcialmente descremada. 

Subtipo C: De leche descremada. 

El yogurt o lecbe búlgara en sus tres tipos, tres subtipos y 

único grado de calidad debe cumplir con las siguientes 

especificaciones sensoriales: 

- Color: Ulliforme .. v ca.racteristico del p1•oducto. 

- 0101·: Debe se1• a.g1•adable y característico del p1•oducto. 

- Sabor: Acido, agradable y característico del producto. 

- Consistencia: Debe se1• fi.i·me o batido J" con la viscosidad 

caracte1•istica del p1•oducto. 

El producto o!>jeto de esta norma no 

microorganismos patógenos, to.-.:inas mic1•obiBJM.S 

debe con tener 

e inhibidoi·es 

mici•obianos, ni ot1·as sustancias tóxicas gue pueda1J afectar la 

salud del consumidor o provocar dete1•ioro del producto. 

Ls.s especific3ciones químicas, físicas y mic1•olii.o.lógicas 

i~egueridas por la. No1•ma Oficial Nexicd11a piara el yogtu•t,. se 

ei1cue11tr.:m i•esumidas e11 los cuadros 15,. 16 J' li. 
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Cuadro 15. ESPECIFICACIONES FISICAS Y QUIHICAS PARA EL YOGURT. 

7TPOS I Y III. 

ESPECIFICACIONES SUBTIPO a SUBTIPO b SUBTIPO c 
Leche entera Leche parcial- Leche dese re-

mente descremada mada 

Hin. Há:·:. Hin. Hé.x. Hin. Hé.x. 

Gi~asa 00 2.5 1.0 (~.5 

Sólidos no si~asos 
de leche (%) 1@.5 12.0 12.5 

Acidez ell ácido 
láctico (%) @.8 1.8 @.8 1. 8 @.B 1.8 

P1•oteiJJa r~rJ 3.2 3.4 3.6 

Humedad ( Jt,') 87 67 87 

pH < 4.5 < 4.5 < 4.5 

Fueiite: }(orma Oficial Hexioana ( 1983) 
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Cuadra 16. ESPECIFICACIONES FISICAS Y QUIHICAS PARA EL YOGURT. 

TIPO II. 

E8PECIFICACIONES SUBTIPO a SUBTIPO b SUBTIPO e 
Leche entera Lecho parcial- Leche descre-

mente desc1•emada ma.ds 

Nfo. Há.~. Nin. Háx. Nill. N.9.x. 

G1•asa. (~:; 2.@ (3.8 @.4 

Sólidos no grasos 
de leche (%) 8.4 9.6 1@.@ 

Acidez en a"cido 
lBct:i..co (%) 0.8 1.8 <J.8 1.8 0.8 1.8 

Pi•océ"ina. o:; 2.5 2.7 2.8 

Humedad (%) 78 78 78 

pH < 4.5 < 4.5 < 4.5 

F!lellte: Nol'/J1s Oficial Nexicana ( 1983) 
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Cuadro 17. ESPECIFICACIONES HICROBIOLOGICAS PARA EL YOGCJKJ'. 

Bactei•ias lácticas viables - mínimo ------------ 2, 000, 000 UFC/s 

Or1lBnismos colifo1'1J1es 

Hongos 

Levsdu1\9.S 

- nuixlmo ------------

- má.>:imo ------------

- máximo ------------

Fuente: Norma OrJ.cial Hesicana ( 1983) 
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1.6 JUSTIFICACION. 

México es un pa.is deficitario en producción de leche, en ta.1 

ma.gni tud gue se ha colocado como el p1·imer importado1• del mw1do,· 

a pesar de que su producción ha. aumentado, el crecimiento 

demogi•áfico ha sido maJ'Ol'> de maJJe.ra que w1 equ.ilibz•io 110 ha sido 

posible. 

Un contaminante mic1·obiológico 1•eleva.nte e11 leo}Je, es 

p1•ecisame11te .S... ~ agente etiológico responsable del mayor 

número de los brotes de intoxicaciones alimentarias ocu1•rid8.s en 

Héxico du1•8.11te los últimos aPios. 

Existen iDformes que aseveran que .S... &LCeUa se dest1·uye bajo 

las condiciones de pasteu1•i=aci.ón de la leche; sin emba1•go, 

estudios i•ecientes }Jan demostl'.!ido que aún después de someter 16 

leche a procesos que p1•ovoca11 estrés en sus células, Ji_ ~ es 

capa= de sobrevivir.\' reactivarse en la elaboración de derivados 

la·cteos, _v ... o¡ gue sól0 }J.g sufrido u11 d .. .,,110 subletal. Este 1Jecl10 se 

ha comprobado mediante la detecció12 de este mic1•oorganismo en 

leches sometidas s des.hidrs.t.=ición~ tal }Ja sido el caso de algunas 

leches de importación. 

Poi· lo a11terio1• se p1•opo11e tui estudio de los efeotoe que 

.sobre la viabilidad y capacidad enteroto.~ig't!m.i..:a d~ .S.. ~ 

las condiciones combinadas d~ tempera tura-acidez 

involucradas en el p1•oceso de elaboración de yogurt. 
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C A P T U L O I I 



CA P I T U L O I I. 

OBJETIVO 

- Comparar el desarz•ollo y capacidad productora de 

enterotoxina A, de Staphylocaqpu!'l' ~con y s1n 

daílo subletal dura12te la elaboración del yogu1•t. 
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CAPITULO III 

MATERIALES Y HETODOS 

3.1 Caracterización de la Cepa de .S... ~ 

Este trabajo se realizó con una ceps. de .S... ~ FRI-1@@ 

p1•oducto1•a. de ente1•oto.1:i11a A, propo1·cio1Ja.da. poi• el Di'. Neti•lin s. 

Bergdoll del Food Research lllstitute, Ur.ive1•sidad de WiscoJJsin­

Nadison, USA. La caracterización se llevó a cabo mediante las 

p1·uebas bioguimicas mencionadas a contiJ1ua.ción. 

3.1.1 Observación microscópica. La agrupación de cocos gram 

positii·os en forma. de racimos irregulares es típica de ,S.. ~ 

po1• le Qtle a una ... 'lsada de un cultivo pu1•0 de ::.: Ji de iiicubaaión 

en caldo lactosa.do se le aplicó la téci::ica de tinción de Gram y 

se realizó su observación al 01ic1·oscopio (26). 

3.1.2 Horf?logía colonial. Un inóculo de .S.. ~se sembró 

por estr.i.a crt1zada en asa.1• BHI ..v ttgar Bai1•d-Parker, después de 24 

h a 37'C, se leyó la morfología de las colonias aisladas. 

3.1.3 P.rueba de termonuoleasa. Para realizarla, en una caja 

PetrJ. se coloaa.1•011 6 ml de BSS.l' DNasa. ftmdido; u11a vez 
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solidificado se hicieron perforaciones de 2 mm de diámetro. Ui2 

cultivo puro de .S... ~ en caldo le.ctosado se calentó en baño 

maría a 98ºC por 15 min, se tomaron porciones del mismo con una 

pi.pete. pasteur .v colocaron en los pozos. Las cajas con el inóculo 

se incubaron durante 4 h a 37"C en cánia1•a húmeda. Para revelar se 

utilizó una solución lN de HCl de manera que cubl'iera la 

superficie de la caja. La aparición de un halo claro alrededo1• 

del pozo se consideró come, p1•ueba positiva. (77)(81). 

8.1.4 Prueba de coagulasa. En un tubo de ensayo se colocaron 

a.5 ml de plasma humano o de conejo y se añadieron e.5 ml de un 

cultivo puro de ,S.. ~ en caldo lactosado de 18-24 h de 

112cubación. El tubo se giró suavemente para lograr la suspensión 

y se sumergió posteriormente en ba.fio maria a 37ºC. La. fo1'!11ación 

de w1 coS.gulo al cabo de 4 b de incubación se conside1·ó como 

prueba. positiva ( 37) (81) ( 107). 

3.1. 5 Prueba de ca tal asa. Sobre un porta objeto coJJ una 

colonia. de cultivo pu1•0 de 18-24 11 de .E... ~ se adicionó una 

gota de peróxido de oxigeno al 3~:. Le. formación casi inmediata. de 

burbujas de oxígeno (liberación de gas), indica si la p1·ueba es 

positiva (81)(11!17). 

3.1.6 Fermentación de azúcares. Varios tubos contenieJJdo 

caldo base rojo fenal y cada uno de los siguientes azúcai•es: 

manitol, glucosa, lactosa y sacarosa, fueron inoculados con una 
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ase.da de un cultivo de 24 11 e11 caldo lactosado de ,E.. ~. Se 

incubai·on a 37'C durante 24 h. El 

fenol a amarillo repi•esentó la 

correspondiente (81)(117). 

vli•e del indicado1• rojo de 

fei•mentación del azücar 

3.1. 7 Reacción 

obse!'va1• la sintesis 

de Voges-Proskauer. Pi•ueba gue pei•mite 

de acet.ila1etilcai•binol (acetoina) a pai•tir 

de la ferme11tacián de glucosa; el resultado se detecta mediante 

ls: variación del i•eacti vo s.dicionado al medio de c1•ecimie11to 

(81). 

3.1.8 Motilidad. En 

:sulfldd1·i co indol owvi lidad 

asada a'e un cultivo de 

un medio 

(SJMJ, se 

E..=· 

01ic1•ao1•ganismo solamt:inte sob1•e la linea 

ausencia do; movilidad (81). 

semisólido especifico, 

sembró poi" picadura una 

El crecimiento del 

de picadura indica la 

3.1. 9 Producción de entero toxina. Se indujo la producción de 

éwt1•oto_,:i11a tipo A pa1•a comprobai• su sin tesis po1• la cepa 

seleccionada para lo cual se empleó la téc11ica de celofán 

descrir;e a continu6ció11 (fi&u1•e. 2): 

a. Se recortaron cii•culos de papel c"lofli.n para diálisis y papel 

fil ti·o de tm diáJJ1et1•0 de 9 cm. Se l1w11edecie1•011 en agua destilada 

y colocaron alternativamente ezl una ca.J·a pe tri, las gue se 

esterilizaron a i21~c durante 15 minutos. 

b. Se tomaron @.1 ml de un cultivo puro de E.. ~previamente 
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incubado en caldo lactosado a 37ºC dui•ante 24 h. Se sembró y 

disti•ibuyó homogeneamente con una vai•illa de vid1•io esté1•il sobre 

placas de agar EHI, sob1•e las cuales se }Jabí a colocado con 

anterioridad una 01emb1•a1la de celofán. Las placas se incubaron 

durante 24 horas a 37•c. 

c. El crecimiento se cosechó con 2.5 inl de una solución 

reguladora de fosfatos @. @1 M. 

d. Se centrifugó a 3,500 rpm por 30 min. El sobrenadante se 

utilizó para la detección de enterotoxina (114). 

La técnica inmunológica gue se usó paz•a detectar la 

pre sene l. a de la e11te1•otoxina A, Psssive Latex 

Agglutination (RPLA), tiene sensibilidad de 1.13 µg/ml de muestra. 

Para su reali:;ación se lleva1•on a cabo los siguientes pasos 

(figura 3): 

a. El látex sensibili::ado con la antitoxina se agita antes de su 

uso para asegurar una suspensión homogénea. 

b. La preparación de la disolución control de la enterotoxina se 

i•eali::a mediante la adición de O. 5 ml del diluyente al fi·asco que 

Ja contiene en forma liofilizada. 

c. En una micz•oplaca con pozos en forma de "V" se coloca1•on, con 

la ayuda de una mlcroplpeta, 25 µ1 del diluyente a excé'pción del 

prime1•0 y último pozos en los cuales se adiciolló 25 µl de la 

muestra sin diluir. 

d. Se hicieron 10 diluciones consecutivas adicionando 25 µl al 

segundo pozo y llomogeni:ando se tomaron 25 µl de este po:=o y se 

pasaron al tercero, posteriormente del tercero al cuarto y asi 
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sucesivamente. 

e. En ca.da. uno de los po:Jos se ... rtPia.die1·011 25 ;.,l de l ... r.¡·tex 

sensiL·lili:; ... rido con antitoxi1rn A, a excepción del último pozo en el 

gue se agrega.ron 25 µ1 del liitex cont1•ol si11 se12sibili:::a1• con 

antitoxina estafilocócica A que funcionó como control negativo. 

f. Para mezclar los compoJJentes de cada po:;o y log1·a.r una 

suspensión homogé:iea se i•otó la placa en un microe.gitado1• o se 

efectuó manualmente .. 

g. La microplaca se incubó. a tempe1•atura dJJJbiente? de 2@ a 24 

J101•as e12 c8ma1•._q Jnimeda soh1•e una superficie libre de vibraciones. 

h. Al cabo de este tiempo, se exe.minó ce.dB. po:;o contr8 U/18 

supe1•ficie o fond1.., negro. La sedimentación del látex se considera 

como resultado negativo; por el contrario su a.glutina.ción en el 

pozo indica la. p1•eseJJcis «le toxina (figura 4) (1@@)(118). 

3.2 Adaptación de Ji.. =en Caldo Lactosado. 

Con el fin de adspta1• las cepas a la utili=ación de la 

fue11te energéticd de la lecl2e, la. lactosa, se JJicieron !•esiembi•as 

consecutivas en caldo lactosado. 
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O 9 <•· d1 ioetro 

Papel filtro 
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r1.dt11 stmple 
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Figura 2. TECNICA DE CELOFAN PARA LA PROWCCION DE ENTEROTOXINA. 
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FIGURA 3. J/EVEJISED PASSIVE LATEX AGGLUTINATION (RPLA)-
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Figura 4. GRADOS DE AGLUTINACION DEL LATEX. 
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S.3 Curva da Craclmienta. 

La fase logarítmica de crecimiento de .E.. ~se determinó 

mediaJJte 1 os métodos de cuenta viable para bacterias y 

espectrofotometria. 

Se prepararon cultivos puros de las cepas de E. ~en 

caldo lactosado incubado a 37ºC, durante 18-24 h. Con 3 ml de los 

cultivos de la cepa FRJ-1()() se inocularon ]()() ml de caldo 

lactosado. La temperatura de éste se mantuvo a 37ºC du1•ante 12 h~ 

período en el cual se reali:;az•on muestreos cada hora tomando 1 ml 

pa1·a realizar la cuenta de microo1•ganismos por el método de 

vaciado en place.. 

En el método espectrofotométrico, se tomaron simultáneamente 

·ali cuotas de 5 ml de cultivo a las que se leyó su absorbancia en 

Lm espectrofotómetro Spectronic 2@ a 60@ iw. Estas mediciones se 

lle""·s1•.;n a cabo hasta la obt:enclón de lecturas constantes (26). 

3. 4 Estand=ización del I11óculo. 

Para tztili=arse el mismo núme1•0 de celulas en los inóculos, 

se emplearon ls.s técnicas de estpectrofotomet1•1a .. v vaciado en 

Pl8Cli • 

.s) En la curva de crecimiento de s.. ~ se detez·m.inó el 

tiempo de incubación necesario pa1•s. que éste alcan=ara la fase 

logarítmica. 

b) Del período que comprende esta fase se seleccionó un tiempo 

constante en el cual se tomó u11a alicuota de J JJJl de cultivo para 

reali=ar la cuenta de células por el método de vaciado en placa 
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( 103). 

c) Pa1•a la técnica espect1•ofotométrica se toma1•01J 

simul tá.neame1Jte alicuotas de 5 ml de cultivo a dife1•e11tes tiempos 

de incubación Y se leyó su absorbancia a 6@(} nm en un Spectronic 

20. 

d) Los resulta.dos de absorbencia .v número de microorganismos se 

1•elacionaron en el pe1•iodo establecido. El procedimiento se 

efectuó por triplicado. 

3.5 Análisis Hicrobiológico de la Leche. 

Con la finalidad de evaluar la calidad sanital'ia de los 

tipos de leche en polvo, e1Jtera y desc1·emada que se utll.i=s1•on eJJ 

la elaboración de yogurt, fue necesario someterla a análisis 

microbiológico. 

La preparación de la muestra se realizó p12.sando 1@ g de la 

leche en polvo los cuales se homogeni:;a:i•on con 90 ml de agua 

estéril; a partir de esta mezcla se hicieron diluciones decima.les 

hasta l@S. 

3.5.1 Hesófilos aerobios. Se d"termimiroll poi' el método de 

placa vertida~ util.i=a11do el aga1· pa1•a cuenta estándar e 

incubando a 37ºC por 48 h. Los resultados se expresaron ell UFC/ml 

(33)(145). 

3.5.2 Coliformes totales. Tiene como objetivo principal 

detecta.1· la presencia de fü=<che"icbi,g .o:il.i.... considerado como un 
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cla.1•0 indicio de contamilla.cló11 fecal. Fa.re. su dete1•minaci6n se 

utiliza~·~ medios di.r~ei•enciales .9. base a'e 1.sctc:sa ( 14). 

Esta determinación se i•eali=ó por el métoda de plac .. 9 irertida 

utili=ando el aga1• i•ojo-bllls-violeta, inctzbándo a 37"C por 24-48 

ll. Los .!"esultados obtenidos se expresaron en UFC/ml (7). 

3.5.3 Aisl.:lIDiento e identificación de Salrnonella spp. La 

cc..improba.ci ón de la p1•ese11ci.s o ausencia de estos mic1\.1orsanis1iiC•S 

cc..inllet.··a t··arias etapas que cc..1m¡..,1•e1w'en w1 p1•e-enriguecimie11to, 

en1•i .;uecimiento, a.islamien to en medios select.lvos 

iden:ir"';, .. ~a:..~ió:1 p1•esuntiv.:.o po1· medio de p1·ueha: !ii .. iguimicas (141. 

5e sembraro11 :J g de muest1•a en tubos cont1."'11iendr...i c .... Ci.1d.:..i 

selr:-n:..t:J J. r.et1•at:i.snato, se i11cuha1•012 p;J1• tm lapso de 18 a ::-: 

h.c1·a: c:i 37"C. Una asada de c.~ads tubo se semb1·ó po1· estri6. ~n 

.. ;sa.1·.:s de ci ... ";sina-a=ul de metileno (E!1E; J' s~:lfi tci-hi.sr:mt.o. La.s 

:·,,;.]c.;ni.:..= •JUe rr:-s~:1 t.:.rcn !..:~1epi>chi::·sa!2' .se s.:-:n~tie"'l'Oli a prueta$ 

i~i .. ··.g~;J.'¡;:i~..,!:IS p .. 'd'ét .. ~:;;;p1·~1b.s.1· .23 J:'l'f>Ef"!1Ci .. =i .. :·i-:? ,.::¡,,,. J~¡,•n¡.:-71;¡ ( 7 )(33). 

3.5.4 Aislamiento e ide11tificación de .5.. 

se L"ldi=a.11 a continuación ( 1.J.) ( 15): 

Método de Baird-Parker. Consiste en semb1•a1• 0.1 ml de las tn:s 

tU timas di.lt.1ciones ele la muest1'6 en placas sol;.dificada.s co11 e.gar 

Eai1•d-Pa1•ke1• ( EP) adicionado de emulsión de yema dci hueivo. La 

distribu=ión del 1nóculo se rea1i=ó con una varilla de vidrio. 

Las ca,f .. 9.s se incuba1·on a 37rc po1· 24-48 h. Postei·ioi•mente se 
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efectuó el recuento de colonias típicas (figura 5) (33). 

Método de Van Doorne. tlai·ia del de Baird-Parker en el 

enriquecimiento previo QUE- se i•eali=a en el alimento a anali.=ar, 

con objeto de reacti .. •ar las células dañadas por tratamientos 

utili=ados du1•a11te el procesad<.; de los alimentcis. La met:idolo¡gia 

es la siguiente (figul'a 6): 

a) Se coloca1•on 50 ¡; a'~ aliinento en un matra= conteni:>na'o 1eo ml 

de c ... 9.ldo Bai1·d-P.s.1•ke1• ~ inct1ba1·012 a 37~c du1•a11te ~4-48 h en wJ .. "'l 

cámara microaerofilica. Zn caso de hab~r c!•eci111iento se obse1•va 

la fo1·mación de un Pl'ecic-i ta do neg1·0. 

b) Del matra;; a11terior, se tomó 0.1 ml y se se1:Jb1•ó poi• el me.todo 

de supe1•ficie en aga1· Bai~\.-J-Pa.rke1•. Se incubó ¿¡ 4StlC: por =4 h. Si 

hay desa.1•1·0110 de colonias ne:g1•as con o sin 17.alr.."> de clarificación 

se ident:!.ficai1 po1• el mát1.:d;..1 de ter11101wcles.sa ( 37) ( 146). 

3. G Trata.miento Térmico de .fl. ~-

P .. 9.l~d ocasio11a.r el dt:.!i"o r.ermico subletal en las células se 

empleó el método de tub:."' c.:iJ...,ilai.• ( figu1·a 7). El procedimie:ito gue 

se siguió en este caso .füe: 

a. Se tonia1•on 3 DJl de un cultivo pu.ro de ,.S.. ~ en 08..ldo 

lactosado de 18 a 24 )1 de. incubació11 .v se i11octlla1•011 an 1f}(: ml de 

leche entera en polvo reconstituida al l:J% de sólidos to:.ales. Se 

i12cubó a 37C'C du1•a11te el tiempo en qui? el mir..:roo1'f:, ... anis1110 alca11=a 

su fase logarítmica de crecimiento, parB.metro p1•e•.'iame1,te 

determinado poi• la cu.rva de crecimiento. 

b. Se tomaron 1e ml de este culti\'O y se centrifugaron a 45@0 
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rpm durante l. 5 h, se eliminó el sobrenadan te y el sedimento se 

i•esuspendió en lt} ml de leche entez·a en polvo reconstituida 

estéril. 

c. Con la ayuda de una microjeringa, se colocaron O. 05 ml del 

cultivo i•esuspendldo en un tubo capila1• de 1 mm de diámetro. 

d. El capilar con el cultivo se suJ'etó a un termómetro dentro de 

un tubo de Tbiele con ae""Ua aplicando la cempe1•atura seleccionada 

durante diferentes tiempos, 7:JºC/3@ s, gue ao1~responde a 18 

tempez•atura de pasteuri:;ación rápida de la leche. 

e. Durante el tiempo total de e.-.:posición, 3@ segundos, se 

muestreó cada 5 s iniciando en el tiempo cez·o. 

f. Inmediatamente después de aplicado el tratamiento, cada tubo 

capila1· inclu.t·e111:h.; un bla1JC1..i se i1Jt1·odtzJe1•on en UJl balío de ae,""'l.ia 

helada y se coloca1·on en un tubo pa1·e dilución con 9. 95 ml de 

agua salina estéril al @.9.~:. 

g·. Se reali=aron diluciones decimales gue se s.;:mbra1•011 po1• pl.5.ca. 

vel'tida a11 asa1• d~ SDJ'a-t1·lp-::ic .. qseiJJa (AST) .. co11 cloruro de sodio 

J' sin esta sal. La incubación fue a 37ºC dm·ante 24 a 48 h. 

h. Las colonias de .E... ~se contabili.=a~·on e11 ambos medios y 

expresa.ron como UFC/ml. 

i. El porcentaje de células dañ·adas se calculó poi• la sigui~11'Ce 

exp:•esión (44)(57): 

cuenta en AST - cuenta en AST + NaCl 

% poblacióll daffada -------------------------------------- x lOO 

cuenta en AST 



.#rest-ra 

c-,-:.-·-~.-~c' .... , e ' ~. .. Q .. ."""""' 

~~~~ @ @ ~ ~ Ag•r l1lrd-P•rter 

r 

¿ - 7 
Tinc1ón de 

Gn.e 

r T T ¡ 
lnc•b1r 1 JS!z•c de Z4-48 &oras 

r ., 
Coat1r colaahs 1egrils. brillantes, 
rodeadas de 11n11 zona b11;1c1., coa o 
sh balo de cl1rific1ció•. 

~~ Caldo BHI p1n 
pruebas de 
COigrl il.Sil 1 
ter•onucleis1 

Figura 5. HETODO DE BAIRD-PARKER PARA RECUENTO DE .S. ~ 
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Figura 6. HETO_DO DE VAN DOORNE. 
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a = ogar soya tripticaseína sin NaCl 
b = agar soya tripticaseína con 7.5% de NaCl 

b = células dañadas 

Figura 7. }fETODO DEL TUBO CAPILAR. 
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8.7 Sslscclán ds Hsdlos da Cultivo para Recuenta y 

Aislamiento de los Cultivos Lácticas. 

Para asegurar un aislamiento adecuada de cada uno de los 

microorganismos involucrados en la elaboración del yogu1•t, se 

procedió a seleccionar los medios de cultivo gue meJ'or cumplieran 

coll esta fw1c i ón. 

Se utili=ó una mezcla 1:1 de e: thermophi lp<=t y L bulg,:rr".;S 

cu..va ma1•ca comercial es DRI-VAC 110, pz•oducida por Labo1•ato1•ios 

Chrystian-Hansen. Su activación se i·eali;;ó de acuerdo con las 

i•ecomendaciones dr:l fa.l.·wicante. Las resiembras en las que la 

acidez alcan:::ó valores de e.95-1.:!5 .se usaron psra la elaboracJón 

del J'Ol'fUl't. 

Para el recuento y aisla.mi e11 to de .C: 

bplB§!riru<=t se emple.!u•o11 

(HRSJ respectivamente 

los aga1•es 

(14)(85)(115). 

de Lee 

Ls 

thr:rm!iphi 7ZJ<::f y L.-

y Ha11 Rogosa Sharp 

ve,•i:ficación de los 

cu!·todos se hi:;o e:nplea.ndo oeJ,-.as puras licfil:i.:;adss de estos 

rnicroor¡;anismos e.sí como una mezcla de ainbos. El p1·ocedimiento 

fue: 

a. Se tomó una alícuota de l ml de: me::;cla de cultivos lli.cticos, 

.S... tbermqpb;1iz~ ,T/ .L..... buZgªrfL"':Il~ a.si como de los ctzltivo.s pu1·os. 

Se hicieron 7 dilucio1Jes en .solución buffer de fosfatos con pH de 

7 .. 2. L.!! mue?stz•a no debe esta1• en contacto con el diluyente pa1• 

más de 2e min porgue después de este tiempo la cantidad de 

c:icroorganismos comienz.s. .s disminuir (58). 

b. Las diluciones se sembraron por superficie en los agares 

.respectivos colocando @. l ml de inócu1o y espaz•c.iéndolo con una 
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varilla estiiril. A la.s cajas que se prepararon con anterioridad, 

se les pi•obó esterilidad a 37"C por 24 h. 

c. Las cajas inoculddas se incuba1•on en una atmósfera pa1·cial de 

C02 a 37ºC. Las que contenian agar Lee se dejaron 48 h en estas 

condiciones y las de a¡;ar HRS 72 h (14)(85). 

d. Para comprobar en el caso correspondiente la pure=a de las 

cepas1 se l'eBli.=ó i.ms. observación mic1•oscópica poi• ti11ción de 

gram. 

3. 8 Elaboración de yogurt con y sin Inóculo de .S.. = 
J)affado y sin Lesión Subletal. 

Inóculo de .s_. ~sin da.fío subletal. Se partió de u11 cultivo 

de .S... ~en fase de c1·ecimiento expo11enoial; se toma1•on 11 ml 

de este cultivo y se centrifugaron a 45@0 l'Pill du1•aJJte 1.5 h. Se 

el}.minó el solu•eJJadante y el sedimento se resuspendió en li!I ml de 

leche en polvo reconstituida estéril, de éstos se tomó 1 ml para. 

hacei• la cuenta de .,S... ~en Bail•d-Pa1•ker (BP) J' los 9 ml 

restantes se inocularon en la leche destinada a la elaboración 

del yogu1•t. 

Inóculo de .S.. ~ con daiio subletal. Se siguió el mismo 

procedimiento utilizado pa1•a el t1•atamiento térmico siendo 

aplicada en este caso una temperatura. de 72"C por 25 s. Después 

de ésto, los 2@ tulios capilares utili.=ados en esta p1•ueba fue1•01l 

coloca.dos en un mati•az conteniendo 3@ ml de agua estéril. 

Posteriormente, se tomó l ml del contenido y se sembró en AST y 

AST con 12.@% de NaCl, con objeto de verificar los porcentajes de 
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c&lulas destruidas .J' dañadas, asi como el número de las 

inocula.das después del t1•atamiento térmico. 

Proceso de elüboración de yogurt. Se fabricaron 500 ml de yogurt 

por el método tradicional, a partir de leche entera en polvo 

sometida previamente a análisis microbiológico. El procedimiento 

seguido se muestra en la figura 8. 

a. Se reconstituyó la lecl1e entera al 20:: de sólidos totales, se 

homogeni=ó y se le dló un precalentamiento, 63ºC poi· 3@ min. 

b. Al cabo de los 3@ min. la leche se enfrió a 45'C y se le 

adicionó el lnóculo de cultivos lácticos en una proporción del 

3.5%. 

c. La leche inoculada con las bacterias acido lácticas se incubó 

a 45'C hasta .•lcanc<ll' la acidec deseada. de JO@ a l2@'D. 

d. Terminado el tiempo de incubación, el J1osurt se enfrie. a una 

temperatura de l@ a 15ºC para dete11e1• el proceso de fermentación. 

e. El yogurt termina.do se envasa y i•efrigera a 4'C. 

La elaboración de yogurt a pai·tir de leche inoculada con .S... 

~ se realizó siguiendo el mismo prooedimieJJto. Se preps.rs.ro11 

dos tipos de lotes, uno con leche adicionada de 3.5% de cultivos 

lácticos y 9 ml de u11 cultivo de;;.;_. m= sin da11'0 (l@B UFC/011); 

en el sesundo caso taml,ié11 se utilizó 3. 5:i.( de cultivo láctico y 

29 ml de una dilución 1:3@ de un cultivo de;;.;_. = 001¡ druio 

sul>letal. La iJJaul>ación trunl>ien se i·eali:;ó a 45ºC por 5. 5 11 

(figuras 9 y l@). 
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RECEPCION DE LECHE 

1 

RECONSTJTUCION AL 

20)1 DE SOLIDOS 

rorAu:s 

JIOMOCENJZACJON 

PR!'CALENTAM/l'NTO 

A 4S'C 
A dioión S. tt1Lr1ma A dioión de CuUivo1 

oon JI rin da.fio ··········---···--- ····················· hÍ.CHoos (2.5-3.5%) 

REFRICERACJON 

Figura 8. ELAfJORACION DE YOGURT. 
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/7 8 11 mi centrifugar , f-3-ml-• 1-------.( 4500 .rpu/1.5 h) 

Caldo lactosado 

~ 10011.l.l.eche 
(7.5 h /37 C) 

8 Resuspender ~~ Eliminar 
sobrenadan te 

Sedimento 

10 ml leche 

J 
!t 

1.\ 
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1 ml 

¡ ¡ CUltivos 
lácticos 

Baird - Parker 

~ 
{ 24-48 h/37 e) 

J 17.5 1111 
~ (3.5'.i\ wl. total) 

500 111. leche 
para }'tl9Urt 

(5.5 h/45 C) 

Detennlnacl6n 0.1 ml 
acidez y pll 

PJlfUr;:¡ 9. l!LAI!ORACION DI! YOGUR:r CON INOCULO DE 1L .auz:= 
SIN DAnO SUBLETAL. 
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3.9 Análisis Durante el Proceso. 

Con la finalidad de seguir el desarrollo de los tres 

microorganismos involucrados durante la elaboración del yogui•t se 

tomaron alícuotas s tiempos definidos de procesos (0, 30, 90, 

150, 210 y 330 min.). 

a. Para le cuantificación de .S... ~ .s_. tbermoohilu-=r y L. 

se utili.::a.1•on los agares BP, Lee y NRS 

respectivamente. 

b. Se tomó l ml de muestra para sembrar en cada uno de los 

s.ga1•es y se hicie1•cn dilucioJJe.s hasta lOB. 

c. Se empleó agua salina al @.9% par" reali:;ai• las diluciones 

que se sembi•aron en BP y solución buffer de .fosfatos para las que 

se colocaron en los otros dos medios. 

d. Las técnicas empleadas fueron las descritas con anterio1•idad 

pa1•a el .recuento y aislamiento de cada wrn de las bactei•ias 

(9)(14)(33)(85). 

e. Se hic:ie1•011 mea'icio12es de PH y acidez a los mismos tiempos de 

proceso dr:finidos.. tonisndo 5 g de muestra para cada p1•ueba. La 

e.cide:; se determinó por ti tul ación con NaOH lN utili:;ando como 

indicador fenoftaleina; la medici6n de pH se efectuó directamente 

de la muest1•a utili.zaJJdo un potenciómetro previamente calibrado 

(26)(147). 

3.1@ Semicuantificación de Enterotoxina. 

Pera le. detección de enteroto:-:ine. A del yogurt elaboi•ado se 

utili::ó el método de Rever.sed Passive Le.tex Agglutinatio12 (RPLA). 
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Con obL1'~t;a de remover t;ada la mat&r.i.a grasa y sustancias gue 

pudie.1•an interfei·ir en la detecció11 del metabolito se p1•oced:i.ó a 

una extracción previa (figura 11). 

a. Se pesaron de 25 a 50 g de alimento y se les adicionó de 50 a 

75 ml de agua destilada, la mezcla se homogeJJizó CO/l la ayuda de 

una 1 i cuado1•a. 

b. El pH de la solución se ajustó a 4. 5 con U/la solución de HCl 

611. 

c. Se centrifugó a .t500 rpm dui·ante 40 min. .41 tél'mino el 

sob1•enadante se llevó a un pH de 4. 5 coll NaOH 2N. 

d. Cuando no se encontró precipitado después del ajuste de pH, 

se utili::ó el extracto. En caso co11trario se volvió a centrifugar 

a la misma velocidad y tiempo. 

e. En un embudo de separació11, se elimina la grasa del 

sobrenadante usa11do 

ext1•aoto. 

ml de cloi·ofoi·mo poi• cada 10 ml ele 

Una vez obtenido el extracto se procedió a utilizado e1i el 

me todo de RPLA empleando un "kit" especifico pa,·a la 

determinación de enterotoxina A, tal como 

ruite1•io1•idad en el inciso 3. 1. 9 (figura 3). 

se detalló con 

En este caso, pa1·a conocer 1 os ra11sos de con e en traci ón en 

los que se encuent1•a la toxins. se elabo1•ó u1rn cui•va estándai• con 

cantidades conocidas de enteroto:dna pura y los i•esultados 

obtenidos se graficai•on. 

La determinación de toxina se efectuó en el yogurt recién 

elaborado y a los 7 di as de alo1aaenado en refl'igei·aaión ( 4 'C). 
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HOMOCENIZACION 

5 o g a.U.mento 

75ml<y1= 

1 

1 

AJUSTE --------------------
(pH 4.6) 

1 

CENTRIFUCACION 

40 minutos 
4000-4500 rym 

1 

PREC!PITAC/ON EN 

SOBRENADANTE --·--------! (pi/ 7.5) 
NaOH 2N 

1 

dueclw.r CENTRIFUCAC/ON 

40 minutos 

4000-4500 rpm 

1 

1 
SEDIMENTO 1 

ELimNACION DE CRASA 
EN SODRENADANTE 

(CHCI , lml/fOml sobrcnadanCc) 

FJgurs 11. EXTRACCION SIHPLE DE ENTEROTOXINA. 
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CAPITULO IV 



C A P I T U L O I V. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 Caracterización de la. Cepa de ¡;, .a.u.t::mllL 

4.1.1 Horfologia microscópica. Al observar al micl'osooplo el 

fl•otls del cultivo de .s. . ..a.r.i= FRI-1@@ previdJJlente te1iido pOl' la 

técnica de G1•am, se pudieron identificar células esféricas 

(cocos) g1·e.m positivas, ag1•upsdas en racimos irregulares. 

La tinción de G1·am está en l'elación directa con la 

composición gtzim.ica y la est1·uctura fisica de la pared celular. 

El Sl'Osor de la pared de las bacterias grrun positivas (2@ a BIJ 

i1m) es ms..VOI' que el de las gz•s.m negativas. Está compuesta por una 

gran porción de péptidoglucano gue rodea a la membrana 

cltoplasmlitica. (plasma). El péptldoglucano es un polímero formado 

por ácido acet.il¡;;lucosd11lida, ácido aoetilniurámico y u11 péptido 

consti~uido poz• 4 o 5 811Jinoli.cidos. Al i•eali=arse la tinción, el 

complejo cristal violeta-iodo queda atl'apado en la PBl'ed celular 

de la bs~te1·ia después del tratamiento co1J etanol debido a que se 

presenta una disminución en el diámetro de los poros que impiden 

la salida del complejo (39)(47)(1@2). 

El género .~t(ipbvJococc; presenta t111ció11 de Gram positiva y 
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una acumulación irregular de las células 9ue poi~ lo gene1•al 

semejan racimos. Sl11 ernbaJ'go, esta prueba poi• si sola no pel'Jllite 

la diferenciación de esta especie~ de otras de la familia 

11.icrococcªCªªe (27). 

4.1.2 Horfologia colonial. La morfología colonial obse1•vada 

en la cepa de .s_. ~FRJ-l@e cultivada en EHI concordó con la 

gue se informa. en la lite1•atura (cuadro 18) (73). 

En agar Baird-Parker las colonias desa.rrolladas 

cor1•espondieron a las observadas poi• Rayma.11 y colaboradores 

(11()): colo11ias de 1 nw1 de diá111et1•0 o 01aJ'01•es, de color 11eg1•0 

brillante rodeadas por un Judo cla.1·0 gue e11 ocasiones p1•esemt6 

p1•eclpltación debida a ls. reácción con la lipovitelins. de la yema. 

de huevo. 

4.1.3 Pruebas bioquímicas. Los resultados obtenidos en las 

pruebas bioquímicas se p1•esentan e12 el cuad1•0 19. 

Prueba de termonucleasa y cotJgulasa. Al ree.lizal' la dete1•mi1ui.ció11 

de ter.monucleasa, ..s_. ~ FRJ-10@ desar1•olló un anillo de 

decoloración (blanco) alrededor de los po::;os hechos en el agar 

base DNasa lo cual .representó un i•esultado positivo a esta 

prueba.. 

La te.rmonucleasa 

algunas especies del 

los enlaces éster 

es una en:::ima extracelular producida po1• 

ge12e1•0 8tapbv1or-accu~ c ... :i.paz de hidroli:::ai• 

de fosfato del DNA. Es termoestable y 

resistente a altas concent1•aciones de clo1•u1•0 de sodio (67). 
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La detección de termonuclsasa en alimentos gsner~lment~ ;~ 

acepta como indicativo de que el producto contie12e al menos de 

@.5 a l.@ x 106 células de .S. • .a.uz:e.u.¡¡_ por g1•amo y puede 

representar un riesgo para la salud (99). 

Por su parte, la prueba de coagulasa dió resultado positivo; 

.S... ~ fue capaz de transformar el f.ibrinógeno del plasma en 

fib1·ina mediante la enzima coagulasa y fo!•ma1• un coagulo visible .. 

Esta prueba permite diferencia1• de manera especifica a la 

especie ,E:. ~que la da positiva de la E. .. epid=rmis que no 

coagule el plasma ( 47) ( 1@2). 

E;:isten 112formes gue refieren una alta. .relación ent1•e las 

p1•oducc.ione.s de co8.gulf1sa ..v termonucleasa con la síntesis de 

enterotoxina. por ,,S.. ~ por lo que actualmente se utilizan 

.. w1b.ss p1·uebBs en conjunto para la identificació11 de cepas 

entero<uxigénicas (76)(77). 

Durante mucho tiempo la determinación de coagulasa era el 

c1·i tei•io m.:is an1pli.8J11e11te usado p .. <i1•a identifica1• ce;.ias de .S. .. 

.a.ui:..e.u.s.productoras de enterotoxina1 sin embargo la coagulasa es 

inactirada ante pi•ocesos te1•micos y el 01ic1•oorgan.ismo después de 

la aplicación de calor pierde su capacidlld de p1·oduci1• esta 

e12=i.ma. Además, se Jum a:tsl.sdo algunas ceps.s ente.rotoxigénioas 

coa¡;ul¡¡sa nega t.iva, termonucleasa positiva (37) (98). 

L•ch.ica (76), publicó w1 estudio en el que confii'Ulá que la 

prueba de te.rmonucleasa presenta una mayo1• correlación con la 

producción de enterotoxina que la prueba de coagulasa .. Por otra 

parte, se ha demostrado gue las condiciones que pueden alterar la 
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p1•oducción de nucleasa. termoesta.ble, tieneJJ efectos similares 

sob1•e las enterotoxinas estafilocócicas (74). 

Prueba de cata.lasa. Es otra enzima producida. por .s_ • .&U:e.U:t gue 

tiene la habilidad de descompone1• la molécula de peróxido de 

tanto formando burbu,Jas. Su hidrógeno liberando oxigeno 

identificación se utili::s. 

y por 

en la diferenciación de colonias de 

estafilococos (es.ta.lasa positiva.) y estreptococos (es.ta.lasa. 

negativa.) (73). 

Fermentación de azúcares. En la presente investigación se 

utili:::a.1•on los azticares: lactosa,. glucosa,. saca1•osa. y manitol,. 

dando en todos los casos resulta.dos positivos (cuadro 19). 

La fermentación de.~ carbol1idratos juega un papel muy· 

importante e11 la caracteri::ació1J de .S.. ~ se ha establecido 

que cada mic1•oorganlsmo tiene la capacidad de fer111entar un 

determinado hidrato de carbono en un medio básico, lo que permite 

dete1•mi11a1• modelos de fermentació1J para u1Ja especie especifica 

(81) • 

.S... .a.w:.e.u,a tiene la capacidad de producir ácido en forma 

aeróbica a partir de glucosa, saca.rosa y lactosa, función que se 

detecta por el vi1•e del indicador i•o,jo de fenol a amarillo. Por 

otra pa1•te,. la fermentación de 01anitol es una p1•ueba altBJJ1ente 

selectiva para la confirmación de cepas patógenas de .S... ~ 

(87). 
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Cuadro 18. HORFOWGIA COLONIAL DE S. ~ FRI-100. 

CAP.ACTERISTICA 

/-ledio de cz·ecimlento 

Tamaño 

Color 

:::o.'lsistencia 

Eoi•de 

A~pc-"cto 

Elevación 

Lu= t.J.·ansmi tada 

Lu= :-eflejada 

Super-f"ici~ 

1139 

RESULTADO 

Agar BHI 

2 - 3 mm 

Amarillento 

Cremosa 

Entero 

Húmedo 

Convexa 

Opacd 

Brillante 

Lisa. 



Cuadro 19. CARACTERIS'rICAS BIOQUIHICAS DE E,. ma:tllUL FRI-WO. 

PRUEBA RESPUESTA 

Termonuclessa + 

Coagulasa + 

Cs.talasa + 

Lactosa Producción de 8.cido 

Sacarosa Producción de ácido 

Glucosa Producción de 8.cido 

Nallitol P.roducció11 d~ 8.cido 

Voges-Proskauer + 

Notilidad 
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Reacción de Voges-Proskauer. Mediante esta prueba se determina la 

capacidad que tiene UJJ microorga11ismo de sinteti::ar acetil metil­

carbinol (acetoina). Un color rojo rosado desarrollado en la 

supei•flcie del medio indica presencia de acetoina J' por lo tanto 

la positi,·idad de la prueba (81). La cepa de ,S.. ~ FRI-1@0 

ana.11.=ada presentó esta cai•a.cteristica. 

Motilidad. Como se puede obsei•var en el cuadi•o 19, la cepa en 

estudio d1ó en esta prueba un resultado i1egativo co11 l:l.centuado 

crecimiento sobre la línea de siembra. Ca.be seíialar que esta 

pruebs detei·mina si w1 mic1•001•gani.so10 tie11e flagelos para poder 

movilizar.se. .S... ~ es una bacteria gue ca1•ece de este 

oi•gant?l o ( 81). 

4.1.4 Producción y detección de enterotoxina A. P1•oducció11.­

Para la p1•oducci612 de ente1•oto .... :i11a A por la cepa de .S.... ~ 

FRI-1€J@ se emple6 la técnica de celofán 1 medit.mte la cual ea 

posible sintetl::ar c.•ntidades sig12iflcativas del metabolito (28). 

El microorganismo al sembi•arse para tal fi121 se ei1co11traba ell 

fase logai•itmica de c1·ecio1iento J,.a que sa lis. demosti•ado que la 

ms.3101· silltesis de entei·otoxillB se p1•od1.1ce dtll'!mte ls tra12sición 

de está a la fase estaCÍOll.!il'ÍB (91). 

La seleccióii de este método P"''ª producir la entei•oto>:lná A 

se l1asó en los i•esul ta.dos obtenidos por Robbins ;r colaboradoi•es 

( 114) acerca de la superioridad gue esta técllica presenta pa1•a la 

sintesis de toxinas A, lJ y E sobre otras. 

Se observó que el a¡;ai• BHI que se utili.:::ó co1ltuvo los 
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nutrimentos necesarios para pe1•01iti1• la producción de ent1·otoxina 

a niveless mayores a 1 µ¡;. 

Las enteroto;:lnas son cadenas simples de protei11a.s con w1 

peso molecular de 26, eo@ Lq 29,. @O@ D, ca1•acte1•istica que ªJ'Udó e11 

su extracción a través de la imposibilidad pe.1•e. trs.spt1.sa.r los 

tubos de diálisis empleados. Estos últimos presenta11 uniformidad 

en sus poros e impermeabilidad e. moléculas con pesos mt:Yores a 

12, 00@ D, no muest1•a11 interfe1•encia con los compuestos y son de 

fácil adgulslción (114). 

Po1• lo anterior, al lavdr la memb1\."tJlB con ld SL1lución 

w101•tiguado1•a. pudo i•ecupe1•s.1·se casi la totalidad de la 

entel•otoxlna presente (86). 

Ide1itlflcaclón. - La confi1•maclón de entel'otoxlJJa A p1•oducida 

por Ji. = FRI-100, se efectuó medla1ite el método de Revel'sed 

Passive Latex Agglutination (RPLAJ descl'ito coJJ ante1•ioridad. La 

i•eacció11 inmunológica ent1•e la entero toxina A J' la anti toxina 

especifica fue positiva~ evidenciándose mediante la aglutinación 

del látex en el fondo de los pozos. 

En esta Pl'Ueba, el grado de aslutinaoión gue se obtieJJe 

después de un periodo de i11cubació11 de 2@ a 24 11 en cáu1a1·a hW11eda 

es p1•oporcional a la cantidad de toxina colocada en el pozo, po1• 

lo que se considera. una p1•ueba sellJiouemtitativa~ Pa1•a UJJB 111 ... tt..vo1• 

apreciación de la aglutillación formada, se recomienda gue la 

placa se observe con la ayuda de un espejo. 

Debido a gue es una prueba de apreciación visual, es 

recome11dable poner especial cuidado e11 que las diluciones se 
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hagan con una micropipeta para obtener la cantidad exacta de cada 

una de las sustancias utilizadas en esta determinación y gue los 

.resulta dos saan confiables. 

Los antisueros usados en los métodos se1•ológicos para la 

identificación de ff'nterotoxinss son aislados generalmente de 

animales de laboratorio como conejos (37). 

4.2 Curva de Cz•eaímiento. 

Para determille.1• la curva de crecimiento,. se utilizaron los 

metodos de vaciado en placa y espectrofotomét1•ico a una longitud 

de onda de 60@ 12m. Este último permite conoce1• la concentración 

de las pa.1•ticulas suspendidas en un liquido en i·elación con el 

grado de lu:; que .sbso1•ben~ po1• lo que la a.bso1•bancis e11 un 

moment::J dete1·01i1Md.:. se debe tanto a células ·viv .. qs como mue1•tas 

(26). Por lo anterior estos :recuentos se i~e1acion .. 9n con los 

obte:iil..''los poi• el mécoci'o de i:aciado e12 placa,. los que indican el 

número de unidades =ormado1•as de colonias por mililitro. 

En 1.s cur¡.·.;¡ de c1·ecim.íe12to obtenida para }i. .d.ll..te.Ll.a. FRI-lfJ@ 

se pueden observar 3 fases ca1•acte ... ""istiae.s (figu1•a 12): 

Fase las o de retardo. Se observó a.p1•oxl.01adamente du1•a.nte la.s 2.5 

primeras horas después de llab~1· iJlocula.do E.. ~ al medio. En 

esta etap .. , el desa1•1•ollo del ·mic1•001•ga12is010 es muy bajo debido a 

gue 11ecesi ta de un cie1•to tienJJ."10 ps.:ra. la. adaptación a.1 1rnevo 

entoi•no (47). 

La duz•ación de la fase de latencia está di1 1ects.mente 

relacionada con el tamaño del Jnóculo efectivo. En el transcurso 
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de ésta, las células viables a.cumulan en.zimss, coenzimas 

difusibles e intermediai·ios esenciales para. la síntesis de 

sustancia celular ( 39). 

Existen ciertos factores que pueden prolongar 

indefinidamente esta fa.se como la aereación vigorosa, al impedir 

la acumulación de pequeñas cantidades de C02 que son esenciales 

para el crecimiento del organismo; le. p1•esencia de sustancias 

anti.bacterianas, asi como colo1•a11tes. 

Fase log o fase exponencial. Es la etapa de máximo desarrollo de 

un cultivo bacteriano, durante ésta las células se replica.11 a una. 

proporción co11stante, presentando una situaci611 prlicticamente 

estable. La. pobls.ción se e11cuentra realizando una actii·idad 

metabólica gue favorece .su multiplicación fisiológica (47)(86). 

La tasa de crecimiento e.stá determinada por ciertos 

factores. Estos pueden ser i11triJJsecos al potencial fisiológico 

de la célula (capacidad de transpoz·te de nutrimentos a través de 

ls membrana) o e.,,:trinsecos (factores ambie."'Jtales). 

La fase exponencial, en la curva de ci•ecimiento de .S... ~ 

FRI-1€1€1, se presentó de las 2.5 B las 1€1 h de incubación. Esta 

etaptt se seleccionó como la adecuada pa.!.\S. la i•ea.li:;ación del 

estudio, debido principalmente a que constituye una fase de 

desarrollo durante la cual las células son más uniformes y además 

en la que la tasa de p1•oducci611 de entrotoxina es la más elevada 

(86)(1@2). Es en esta fase cuando las células se e11cuentran con 

su mayor actividad metabólica y por tanto presenta enormes 

diferencias funcionales y estructui•ales con respecto a otras 

114 



etapas de crecimiento (27)(39)(73). 

Fa.se estacionaria .. Dura11te las últitna.s dos horas de la cui•va l() a 

12 h, cierto frena en el desarrollo del 

microorganismo. El final de la fase de crecimiento máximo está 

m.:tz~cado por este descenso en la tasa de división celular ;r aunque 

no se detiene por completo~ las c6lulas empiezan a morir y la.s 

divisiones no son capa.ces de cont1•a1·restar estas muertes, de 

manera que el número de microorga.niemoe v.tsbles piN'il1llnece 

constante durante cierto tiempo (39)(47). 

La disminución en la tasa de división celular puede debez•se 

B mült.iples f.scto1•e:s: descenso de nutrime1Jtos esenciales. 

disminución del sustrato oxidable para la producción de ene1•¡;f.a o 

dlfusióJJ deficieJJte del o.'<ise1io cuando la densldi!ld celula1· es 

elevada. Por otro lado, puede ilaber una acumulación de p1•odt1ctos 

met.sbóliaos tóxicos a inhiL'>idores del cz-eci111.iento tales como 

ácldas org!iiJicos (47)(1@2). 

La fa.se de declJ.n.aci 611 o muerte no se obaer1,..s en ld cu1•va Q'e 

c!'eiclmlento de Ji.. ~ FRI-100 debido a que adem!is de no ser de 

interés para este estudio, el método espect:rofotomét1•Jco i10 

pe1·m1te l.a identiflcsci.ón de células ome.i·tas y sólo se 0011t.s1•.i3 

con los datos de vaciado en placa. En este periodo, las bacte1·ia.s 

muei•en i•áplda111ente en fOl"JJJa exponenajal debido .s los mlsmos 

factores que afectan la división celular en la etapa antei,iol' 

( 1@2). 
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4.3 Estadarizaci6n del In6culo. 

Con la fim'1idad de conoce1• el mimero Pl'omedlo de célul.•s a 

inocule.1• en la leche destinada a la elabo1·ación del yosurt, éste 

se estsndai•i::ó en el pe1•iodo de fase logs.ritmica de E.. ~. 

Hediante los métodos espectrofotométrico y de vaciado en placa se 

pudo determinar que 7 a 7.5 }¡ de incubación de la resiembra del 

microorganismo cultivado por 18-24 h a 37ºC eran necesarias p..s1·a 

obtener una cuenta celular ap1•oximada de 1.5 x l@B UFC/ml. 

Para estanda1•i::a1• el inóculo de E.. .=!.L:!. dañado, se 

emples.1•on 

inicial 

los mismos métodos gue e11 el ca.so a11te1•io1•. El i11óculo 

utili::ado fue el doble apro:dme.dan1ente debido a la 

dest1•ucclón de células que hubo durante 111 11plicación del 

trata.miento térmico. 

4.4 Análisis Hicrobiológico de la Leche en Polvo. 

A pesar de que la leche cruda constituJ'e un e.,,.celente medio 

de cultivo para el desarrollo de mic1'001•ganismos. patóse11os como 

.S.,. ~ ent1•e ot1•os, los p1•ocesos té1wico.s que i11voluc1•a la 

p1•oducclón de leche en polvo destruyell Sl'8Jl ;:•arte de la flora 

D1ic1•obiana p1•opia del alimento J' presumiblemente también las 

bacterias patósenas. Para la deteccióll de .S... ~ en la leche 

ente,-a ell polvo utili::ada para elaborar el yogurt y la desc1•emada 

para la resiembra de cultivos lácticos, se utili::ó la tecJJica de 

Van Doo,-ne (1@5)(145). 

Se decidió emplear esta t~cnica además de la recomendada por 

la Noi·ma Oficial debido a que estudios i•eali:;ados en el Instituto 
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Politécnico Nacional mostraron la existencia de cantidades 

importantes de cepas entrotoxigénicas de E.. ~ en leches en 

polvo nacio11ales y de importación. La técnica de Van Doo.z•ne 

permite determinar la presencia de células dañadas por procesos 

industriales. Cabe señalar que este tipo de células san 1ncap•c~$ 

de crecer en medios selectivos, sin un enriquecimiento previo 

(lliJ5)(145). 

Al aplicar las técnicas mencionadas 1w se detectó la 

prese11cia de ji. = en las leches empleadas, "nido" J" 

"sveltes". En relación a mesofilicos ae1•obios se obtuvie1•011 

cue11tas de 10@ a 1313 UFC/g de alimento; con respecto a colifr:uw1es 

y E.a lmone l la. no se registró presencia alguna de ellos en ningún 

tipo de 1 eche. 

4. 5 Tratamiento Térmico de .S.. .li.l.l.t:J1mI. 

Los tratamientos térmicos aplicados a ji. ~se llevaron 

a cabo mediante la técnica de tubo capilar utilizando una 

temperatura de 72ºC y tiempos de liJ a 3@ s. Con los datos 

obtenidos se pudieron calcular los porcentajes promedio de 

células viables, destruidas y dañadas (cuadro 2@). 

Cabe mencio1Jar que la cuantificación de los microoi·sanismos 

sob1•evivie11tds de11omi12ados células viables se reali::ó en AST, 

medio no selectivo gue asegura tanto el desar1'ollo de aélulas sin 

da.n·o oomo las que suf1•e11 lesiones térmicas. Se ha informado gue 

dependiendo de la magnitud del daño gue sufren las células sus 

funciones i•eproductivas y/o metabólicas se ven afectadas, de tal 
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fo1•ms. que los métodos comúnmente empleados pa1•a la detección 

cualitativa y cuantitativa de~. ~ Ptzeden a1·roja1• i•esulta.dos 

falsos (53)(59). Además se ha demostrado que uno de los efectos 

del calor sobre las células dañadas en fO!'ma subletal es la 

pérdid.s. de io11es magnesio lrnc1a el medio, lo que p1•ovoca una 

disminu::ión en su halotoleracia.; po1• esta ra.=ón el porcentaje de 

celulas dalladas té1•micame12te fue e:sti01ado poi• dift;!rencia. ent1·e la 

cuenta de coloni.:is desarrolladas e11 AST .V AST con l~;'; de NaCl 

(3@)(59)(128). 

Le. flgu1•a l3 muest1•a los porce11tajes de células destruidas 

.sl c ... ;,le:1ta.1• la leche .s 72"C por 3'3 s. En ésta se puede 0Llse1•va1· 

una. te:Jdencia a la. dast1•ucción de mic1•oorganismos viables con 

i·esp-:cto .s la m .. ~snltud del ti•at .. "imiento, vai•iando el porcentaje de 

célula.z destruidas de 98.9% a los 5 s. hasta 99.:J% a los 3@ s., 

110 h.shi&ndos;> los1•ado la inactivac1ó11 total del cultivo. 

Es::os resul tao'os con~ue1~dan co11 lo in=órmado poi• rY.alker .t~ 

~olabo1•eidores ( 14..Q) .• r.;uie.ne.s e11 .. ~ont1~a1•011 gue la destrucció11 tots.1 

de E.. ~ en lé:::he entera se logl'a sólo después de }l8.be1• 

splicsd.J un .. ~ tempera tui•.s de 7.:J"C po2• 45 min. Por ot1~0 lado, se }Ja 

comprobado la e:•:istencia de cie!"to efecto protecto1~ .sobi•e los 

microorgs.ni.smos por pe.1·te de los componentes del medio de 

suspensión, siendo en el caso de la leche debido principalmente a 

PN>teinas, grasa. y s.sles minera.les ( 128) ( 136). 

El calor aplica.do a los microorganismos puede causar además 

la desnaturali:;ación de proteinas, i~uptura de la estructura del 

DNA y daños a la membrana citoplasmática (12). La degradación del 
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DNA y desnaturalización de proteínas implicadas en la respiración 

estBn .relacionadas d11•ectamente con la mue1·te celular (115). 

Los porcentaJ'es de células dañadas obtenidas en la población 

sobreviviente de cada tratamiento té1·mico aplicado, most1·a1•011 que 

25 s. de exposición fueron suficientes para provocal" la mayor 

proporción de daifa (38.65Jt;). En fo1•ma general, se observó un 

comportamiento en el que a tiempos qtle provocan porcentajes de 

$igue11 e t:ap .. rts eJJ las que existe tma mayo1• 

destrucción celular y pO!' lo tanto se re&lstra un menor número de 

celulas da1}adas (figu1·a 14). Este fenóDJeno puede se1· del1ido a la 

vulnerabilidad gue estas células p1•eset1tan 

subsecuentes, lo cual }Ja sido estudiado J' desc1•i to poi· Buckei' y 

colaboradores (3fJ), quienes resaltan como fa.ctores de lmportancie. 

e11 este tipo de les1ó11: "las bacteria:=i sometidas a t1•atamie1~tos 

térmicos subletales presentan daí'íos reparables y se convierten en 

organismos hipersensibles ante tipos de estrés subsecuentes". Por 

tal razón, la. enumeración de células daflada.s 110 puede i•eali::arse 

de manera co11fiable mediante la utili::;ación de un medio 

selectivo. 

Le.s células daJiadas dismimzyen stz oaps.cidad metabólica 

decremento de las enzJ.m .. 9.s J' desnaturali::aclón 

enzimas J' proteínas celula1·es (12). A pess.r de 

present.sndo w2 

ps.rcial de las 

esto, se lls. Jnforma.do la i~acupeJ\9Ción de los mic1•001•gs.11iSJD0$ en 

su crecimiento y metabolismo incluyendo la producción de 

entrotoxina al ser transferidos a un medio con aminoácidos, 

glucosa y minerales como fosfatos y magnesio (55)(62)(119). 
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Cuadro 2@. RESULTADOS OBTENIJJOS DEL TRATANIENTO TERMICO 

DES, .auz:tJ1UJ..A 7z·c. 

TIZHPO .~· CELULAS 

(s) VIABLES DESTRUIDAS DAflADAS SIN DAEMR 

@ 10@ @ (l 100 

5 1.1 98.9 11. 71 88.29 

10 0.88 99.14 18.85 81.15 

15 @.98 99.02 8.87 91.13 

2() 1.3 98.7 24.12 75.88 

25 e.a2 99.18 38.65 61.35 

30 @. 78 99.22 19.99 80. (J1 
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4.8 Sslscción de Medias ds Cultivo para Recuento y 

Aislamiento de los Cultivos Lácticos. 

Los resultados obtenidos al utilizar los agares de Lee y fLqs 

para la identificación y recuento de .S... t1Jeromaphi lps y .L.. 

bu Zgay:iaus respectivamente, coincidieron con los informados en la 

literatuN• (cuadro 14) (:J9). 

Lee y colaboradores (78), desarrolla.ro11 un medio para la 

cue.ntificación dife1•encial de bacter.ias iniciado1•as de yogu1·t que 

se basa en la fermentación de carbohidratos por va.rios bacilos y 

oocos. Observaz·on 9ue teniendo una apropiada combinación de 

sacarosa y lactosa, la producción de ácido poi• .S.. • .t]1e1•mqplli lu~ es 

estimulada, mientz•as gue L. bulgar;'cu~ sólo ap1•ovecba w1a mí11ima 

cantidad de este segundo ce.rbohídN1.to, lo gue ocasiona gue su 

producción de eicido se vea rest1•iJJgida. Poi· lo ante1•io1•, la 

co11centFlft:ión de lactosa se ajusta de forma que se favo1·e=ca la 

foz·mación de colonias de este micz·oorganismo en el aga!'. El medio 

NRS en cambio, contiene glucosa. en lugB1~ de lBctosa. .V sace.1~oss, 

a.:;úc .. ttr gue meta.l1oli=a fácilmente .L.. br!lg,=roi,..us permitiendo su 

desarrollo (5). 

Para la deteccióll visual de la fe1·n1entacióll, al BSS!' de Lee 

se le adicio11a ptirpur .. "f de bromoc1•esol. Además se le .s.gi~e;;a 

carbonato de calcio paN• prevellir la difusión del ácido por todo 

el medio de cultivo y locali.::a1•lo u11ican1e11te alrededo1• de cada 

colonia gue lo produce (29)(96). 

Debido a gue durante la elaboración del yogurt se inoculó .S.. 

~ se decidió emplear un agar selectivo para cada uno de los 
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tres microorga12ismos involucrados en al procesL,. Se obse1•vó que 

e11 el ago..1• 

óptimo de 

de Lee exlstian i11te1•ferencias pa.1•a el desa1•1•ollo 

las colonias de L.. b¡¡lgarirp.::. presumiblemente 

ocasionados poi• la presencia de .S... ~poi· lo que se utilizó 

el a¡;ar 11RS gue es especial para su desarrollo ( 133). 

Se observó que tanto los cultivos lácticos, como S... ~ 

tenian la capacidad de desarrollarse en el asaz· de Lee y gue 

cuando este tíl timo se encont1•a.ba p1•e.senta, léJ. mo1•fologia colonial 

de .S... therazqphilus y L.. bulgarjp11c:: se veía alterada. Esto puede 

debe1•se p1•ob.!1blemente .. "! que e.~lste cierta competitividad e11t1•e 

los tres microorganismos poi• los nutrime11to.s del medio (78). 

Al cosechar un.t.came11te los cultivos lácticos en el aga1• de 

Lee~ aa1bos microrganismos presenta1•011 colc111is.s tipicas: .S.. 

tbe••mo:?hi zu~ formó colo11ias ama1·illo fue1•te 0011 un halo de 

decolo1•ación a su alrededoi•, i•edondas, i1•1•egulares y cóncavas; L... 

hui6":ir·: .... u.~ a'esa1·1·vlló colonias redondas de color blanco a beige,, 

ir regula.res y húmedas (29). Cuando E.. :-w•t)u~ se encont1•6 p1•ese11t:e 

las colonias obse1•v·ada.s ca111bia1•011 por completo, siei1do e11 el 

primer ca.so colonias verdes, acei•radas y sin l1alo de 

cla.1·if.!..cació11; .L.. bvl@rtcu~ poi· su parte formó acúmulos de 

colonias amarillo claro, de 6 a 7 nun de di8.111et1'0 e i1•1•egula.1•es. 

Ji. ~ ¡.-.1•esentó una. morfologis. muJ~ similar a la de .S.. 

thermopbilus e i11cluso creció sob1•e éstas. Es probable .;iue la 

competencis ent1•e los tres mic1•aorganismos por el medio de 

cultivo pueda habe.!' interferido en su desarrollo (96)(113). 
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4. 7 Análiois del Yo{fllI't Durante el Proceso. 

A lo largo del proceso de elaboración de yogurt, se reali~ó 

el seguimieJJto de dos microo1•ga1lisn1os involucrados en su 

fabricación ;.~ de ~- ~- Su aislamiento y cuantificación se 

efectuó en los. tiempos de p1•oce.so especificados COJl a12terioridad, 

O, 30, 90, 15@, 21€> y 330 min; se tomaron tres muestras .. v se 

sembraron en cada uno de los agares específicos para obseI·var el 

crecimiento de los tres organismos por separado. Al csbo del 

pe1•iodo de incuba.alón se le .. vó la morfolosia colonial de cada uno 

de estos, la cual en los tres casos correspondió 8 la info1•mada 

en la li ta1•a tu1•a, desc1•i tas antez•iormente (78)( 110). Los 

resultados obtenidos de cada uno de los agai•es se indice.1•on como 

UFC/ml de cada mic1•001•i;a.nismo, posteriormente se graficaron para 

observar el desarrollo a'e E.,. the>"mophi 111~ • .L.. h11Zg•P•ic:z~ y E.. 

= durBJlte el proceso (figuras 15 y 16). 

Con objeto de conocer las variantes en el co/ll.f'Ol'tsmiento de 

los cultivos la·aticos ante la prese1Jcia de .S... ~ p1·evian1ente 

se corrió un blanco, es decir se elaboró yogurt w1icamente con 

inóculo de E.. therumplzf]uq y .L.. luzlgarjcu.::: (figura 17). 

Se determi11ó a.cide:: y pH de los t1•es lotes de ;•ogurt 

faL.,1·icsdos 8 los mismos tie111;.1os de i.11•oceso Y los z·eeul t.s.doe se 

tabularon en las z·es.J.1ectivas gráficas. 

Al elabo1·a1• YOGUrt co11 los cultivos lacticos e inóculo de ,S_. 

~ sin daño térmico, en este último se observó durante los 

primeros 3€J minutos de incubación, una disminución severa en su 

·rlúmero debido a gue la temperatura de incubación del yogurt 45ºC, 
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rebasa el líDlite máJdmo pa1•a su crecimiento. A psrti1• de este 

tiempo .S.. ~ mostró un incremento en su población de 

aproxicadao1ente 1 ciclo logarítmico, ocasionado probablemente po1• 

las propiedades termoprotecto1•as de los componentes de la leche 

(128). Hurst y colaboradores (59), informaron que la presencia de 

algunos solutos en los alimentos contaminados con S... .a..u.z:eua 

permitieron su desa1•rollo a tempe1•atura.s supe1•iores al nui>:imo 

\.~alor en que crece. Lo anterior coincide con lo obse1·vado en 

i•elación a una ligera recuperación de ,S.. ~ durante las 

siguientes 2 1101· .. ris. A ps.1•ti1• de este puento, cu.:u1do ya se habí.!I 

alcan=ado una acide:; de aproximadame1Jte 41J"D en el YOGUl"t, se 

obsel"l·"Ó un efecto inl1ibitorio en el c1•eci01ient.o del 01·sanismo Qtte 

continuó paralela.me11te al aumento de a.cide:::, la gue se t1•iplioó a 

las 8.5 hoi•as de incubación (figura 15) . 

..s. . .a..u.z.:e..u.. con dai'fo (72ºC/25 s}, mostró el mismo 

comp .. .,1·~ao1lento inicial que en el caso ante1•io1•. En esta ocasión 

110 hub=' evidencia de recupe1•e.ció1l alguna .va gue al a'afío adicionsl 

11s.v que swz1s1• la a.clde:; prese12te, de tal foi•ma gue hubo w1 efecto 

combinado que provocó le. disminución de la població11 durante el 

pz•oceso (figm•a 16). Cabe i•esaltar que se inocularon células 

dalladas gue al ser sometidas a condiciones advei•sas subsecuentes 

i11cre01e11taro11 Sii hipei•se11sibilidad (30). 

Al dete1·mi11e.r la acidez pi•oducide. por el ctlltivo de ¡,_. 

hpZge1""P''~ y E.. t}u?.,.nzr..,pbi lu.::; se tuvie1•on los siguientes valo1•es: 

a los se min. de incubación, 36.7ºD; a los 90 min., 37ºD; a los 

15f! min., 41.4ºD; a los 210 min., 78.9ºD J' por último a los 330 
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min. se alcanzó la acide= deseada de 12@ºD. Cuando se elaboró 

yocurt inoculando .S... ~ con daño subletal, se observó el 

1111smo compo1•ta111iento en la producción de acide=; en cambio cuando 

se incluyó en la fabricación S.. • ..a.w::.e.u.s. sin daño, la producción 

fue ta.i·dia, por ejemplo a los 21€J min. tuvo un valor de 56.4~D en 

comparación con 78.9'D (figuras l5 J' l6). Pudiese esto 

interpretai·se como un efecto competiti·vo entre los cultivos 

lácticos y E.. • ..a..i.u:.eu..s. Si bien no existe una competenciB d1•ástica, 

si se modifica. la p1·oducción de ácido, la que aumenta 

considerablemente hasta gue E.. = se encuentz•a inhibido 

(cuadz•o 21). 

4.8 Semicuantificaeión de Ellterotoxina A. 

Se reali:;;:ó mediante el método de RPLA descl'i to 

ante1•iorme11te. Se observ.S gue e12 el .J.'Ob"'1ll't en el gue se i;20luyó 

.S... ~ con daii'o térmico 

determinada a las 24 h 

subletal, ls. concent.r.sción de toxina 

z10 varió despues de 7 dias de 

almacenamiento a 4 ºC, d~bido a que al final de la manufactui·a del 

yogurt las cuentas de .S.. ~ se reduje1•on e12 un 99. 71%. Poi• el 

co12t11s.i-io, cuand¡_"> se utili=ó .S... ~ si11 de.íio la i•educció12 en 

la población fue de 82.3i:: y le. conce11tració11 de to:<illB aumentó 

lise1•a.mente después de 7 dias de z·ef1•ige1•aclón (cuad.ros 22 y 23). 

Se ha informado que el daiío por acide:;;: sobz•e este niic1•001',;dlliBD10 

110 se i11crementa cuando es sometido a tempe1•atu1·as de 

refrigeración debido a gue su metabolismo se ve disminuido (13@). 
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·~ 'º 

Tiempo (h) 

o 

0.5 

r.5 

2.5 

3.5 

5.5 

Cuad.1·0 21. CJNETICA DE MICIWORGANISMOS EN YOGURT 

l"ogu.rt f Yogurl 2 

~ S.therm.ophill(S / .. bulqaricus ~ S.thermophiltu L.bulgaricu3' 

. . • • • • t50 X f0 90 :r 'º 89 :e'º 150 :r 10 90 :r 10 89 r 10 . ' • • • • 
33 :r 'º 152 :r 10 138 :r 10 210::: 'º 158 :r 10 147 :r 'º . . • • • • 85 :r ro 32 r 10 280 r ro 94 :r 10 45 :e to 33 :r 10 

. . • • • • 159 :r 10 48 % 10 52 :r 10 78 :e'º 69 :r 10 84 :r 'º 
• . • • • • 190 r 10 79 :r 10 99 :r ro 53 :r ro 109 :r ro 133 :r 10 

. • 7 • • 7 

265 :e 'º 210 :r to 65 :e 10 43 :r 10 45 :r 'º 99 :r 10 

YoguYt t: S.aUTl!'US sin da.no Yogurt 2: S.cwreu.s con da.no 
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Cuadro 22. PORCENTAJE DE DESTRUCCJON DE S.aw·eus 
DURANTE LA ELABORACION DE YOGURT. 

S. aureus SIN DANO S. aureus DAÑADO 

TIEMPO (h} % DESTRUCCION TIEMPO (h) % DESTRUCCION 

o - - o - -

0.5 97.5 0.5 98.5 

t.5 92.8 1.5 99. t 

2.5 85.4 2.5 99.4 

3.5 83.3 3.5 99.6 

5.5 82.3 5.5 99.7 



Cu.adro 23. DETECCION DE ENTEROTOXINA A EN YOGURT POR RPLA. 

UFC/ml 1 Apreciación Rangos 
Yisual relacionados 

(ng/ml) .... 
1 

c., .... ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

1 

sin daño dañado sin daño daña.do ain daño dañado 

Producto 
• • 

1 1 1 tt>Tminado 65 .r 10 43 % 10 + + 0.12 - 0.91 1 0.12 - 0.91 

1 1 1 
7 días de 

• • alma.cenado (4 C) 45::: 'º 55 % 'º 1 ++ 1 + 1 0.975-3.59 1 0.12 - 0.91 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES 

l.. Bajo condiciones de expe1•imenta.ción, siendo aplicables 

a procesos industriales, la producción de Beldo po1~ los 

cultivos lácticos se vió retal'dada en presencia de $.. • 

.au.ce.u.a. inoculado si11 daPio térmico subletal. 

2.. .S.. .ru.u:e.u...s. sometido a condiciones que ejercen daño, 45ºC 

y acidez de 27 a 120 riD durante 330 min., fue capa:; de 

producir enterotoxina en un rango de 0.12 a @ .. 91 nc/ml 

de alimento, incrementlindose su síntesis aún ba.J·o 

condiciones de i•efrigeración a 4 ·e, e. 975 3. 59 ng/ml 

de alimento, convirtiéndolo en una fuente de 

toxiinfección potencial. 

3. .S... ~ tratado té1~111icamente a 72"'C durante 25 s. J' 

posteriormente inoculado en el proceso de elaboración 

de yogurt, taJJlbién mostró capacidad enterotoxigénica, 

aunque en este caso la producció11 del metabolito se 

mantuvo constante aún después del periodo de 

refrigeración, @.12 -@.91 ng/ml de alimento. 
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