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CAPITULO [

INTRODUCCGCION

1.1 S, aureus.

El género Sitaphviococcus estd clasificado taxonémlcamente
dentro de la familia Micrococcdcess. Actualmente se sabe de la
existencia de varias espescies de este género, pero son unicamente
cuatro las que representan un factor de riesgo para la salud: §.
aureus, £. epidermis, £. haewelvticus y S, hominls, cuyo
comportamiento ante reacciones bioguimicas especificas es
distinto (cuadro 1) (47).

S. aureus sge define como cocos gram positivos, de @,.5-1.8
micras de didmetro, ne méviles, no formadores de esporas, capaces
de dividirse en mds de un plano y encontrarse en forma de racimos
drregulares. Se desarrolla mefor en condiciones aeroblas pero es
anaercbio facultative (45). La mayoria de las cepas son capaces
de crecer en presencia de cloruro de sedio (NaCl) al 15% (1)(12).

En agar nutritivo S. aurens forma colonlas redondas,
convexas, de 1-4 mm de didmetro, suaves, butirosas y himedss, las
cuales en - condiciones anaerobias de crecimlento o en cultivo

'l.z‘guida producen un pigmento de color dorado debido a . la



presencia de carotenos, sin embargo en ocasiones é&ste puede
variar de blanco a anaranjado fuerte de una cepa & otra e dncluso
entre las mismas colonias. Dicha caracteristica le permite poder
ser diferenciado de otras variedades (39)(143). La mayoria de las
cepas crecen en medios dé cultivo definidos, conteniendo glucosa,
sales, aminodcidos, ?iamina ¥y decido nicotinico principalmente
(18). 8. aureus .f‘ermeﬁta la glucosa y el manitol en condlclones
aarobias y es coagulasa positivo (67).

Se consaidera ubicuo por encontrarse ampliamente distribuido
en la naturalsss, puesde aislarse del agua, alre, suela, ropa e
dnsectos, slendo sus principales reservorios el hombre y los
animsles. Los hdbitats mds comunes de este organismo en el hombre
son las mucosas de las membranas nasofaringeas y la plel. Su
incidencia es generalmente mds elevada en individuos asociados
con ambiente hospitalario, debido a que algunas infecclones con
plstulas y calenturas y enfermedades como neumonfas, endocarditis
v gquemaduras la plel, son producidas per estafilococos (18)(38).

" De acuerdo con el manual Bergey, S. aureis es considerado la
tinica especie enterotoxigénica de Staphvlocopcua. Sin embargo, en
la actualidad es amplismente conocldo gue ademds de todas las
cepas clasifleadas come & awreua, existen varias cepas
pertenecientes a otras especies que son potenclalmente patogenas
(54). Estos organismos producen varias sustancias, algunas de las
cuales son tdxicas al hombre y animales. BEntre estas se
encuentran las hemolisinas alfa, beta y gama, fibrinolisinas,

penictiinasas, lipasas, proteasas y por iltimo, no menos
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Ilmportantes las enterotoxinas. De estas iltimas ge sabe mss
debldo & la asociacldén gue presentan con lag intoxieaciones
alimentarlas. Sin embargo, existe clerta evidencla de gue
unicamente estafilococos coagulasa-termonucleasa positivos son
capaces de gintetizar dichos metabolitos (22)(37).

Debido a la gran variedad de enterotoxinas producidas por el
microorganismo, estas han sido designadas como 4 (SEA)}, B (SERB),
C1 (SEC1x), Cz (SECz), Ca (SECa}), D (SED) y E (SEE). Estas son
identificadas por sus reacciones con antilcuerpos egpecificos, con
excepcidén de las SEC, ya que todas estas reaccionan con el mismo

anticuerpo mayor pero se distinguen con el anticuerpe menor (189).

1.1.1 Pruebas blogquimicas caracteristicas. Con la finalidad

de distinguir unos mnlcroorganismes de otres, incluso aquellos
pertenecientes a la misma especle, se han desarrollado a lo largo
de los aflos pruebas bioguimicas caracteristicas para cada uno de
ellos. En el casoc del género Staphvlococeus existen algunas
reacciones para diferenciar a la egpecle aursug del reato dé las
especles. siendo las mencionadas a continuacién las mds
significativas (cuadro Z).
Fermentaclén de hidratos de carbono. Esta prueba determina la
capacidad que tiene un organismo para fermentar o degradar un
carbohidrato eapecifico incorporado a un medio, produciendo dcido
o decido con gas visible.

Generalmente para su realizacidén se utiliza un medio de base

rojo de fenol como indicador & pH 7.4 mds el azicar a fermentar
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en una concentracidn de 1X. Por le regular se emplean de 8 a 10
aziicares slendo los mds frecuentes: glucosa, lactosa, sacarosa,
manitol, duleitol, adonitol, inositol, sorbitol y arabinosa (81).
Catalasa. Consiste en detectar la presencia de la enzima catalasa
la cual se encuentra presente en la mayoria de las bacterias
aerchias y anaerobias facultativas gue contienen citocromo,
confiriéndoles la capacidad de descomponer el perdxido de
hidrégeno. La excepcién es el Streptococous (81).

Coagulasa. Comprueba la facultad de un organismo para coagular el
plasma por accicdn de la ensima coagulasa. Esta prueba se utiliza
especificamente en la diferenclacidn de especles perteneclientes
al género  Staphvlococcus: S. aureus da resccison posgitiva
cominmente y S. epidermis la presenta negativa. Frecuentemente es
utilizada como indice de virulencla o patogenicldad (14)(81).

Por lo general, el eriterio mds ampliamente utilizado para
verificar la toxigenlcidad y patogenicidad de cepas de S. aureus
de otros microorganismos sapriéfitos es la prueba de coasgulass,
debido & que la enzima producida es relativamente termoestable,
pudiendo soportar temperaturas de 60°C por 30 min. (148).
Motilidad. Determina si un organismo es mévil o inmévil por medio
de sug flagelosz (81).

Fosfatasa. Por medio de ésta se determina la capacidad gue tiene
un  organismo para producir la enzima fosfatasa en cantldad
suficiente como para desdoblar el difosfato de fenoftaleina. Es
importante en la determinacién de cepas patdgenas de las especies

Staphylocoacus (81).



Cuadro 1. CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES

DR Staphvlocaoccus.

MEDIO DE
PRUEBA S.aureus  S.epldermls  Suvicus  S.olptermedius
Coagulasa + - -
DNasa + Vz v +
Manitol Acido v - -
Fosfatasa Va v
Pigmentacién Dorada Blanca Blanca Blanca
Hemélisis + Va - +

V1 Variable, en su mayoria positiva

V= Variable, en su mayoria negativa
Vs Variable

Fuente: Rergdoll, M.S5. (1872).



Cuadro 2. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE S. aurcus.

PRUEBA RESPUESTA
Catalasa +
Coagulass ' +
Termonucleasa +
Fermentacidn de mandtol +
Fermentacién de lactosa +
Fermentacidén de sacarosa +
Fermentacidén de glucosa +
Motilidad -
Licuefaccion de gelatina *
Reacciodn de Voges-Proskauer T
Reducecién de nitrato +

+ Prueba positiva

-~ Prueba nesativa

Fuente: Mac Faddin, J. F. (1999)

p .



Reacciér de Voges-Proskauwer. Se utiliza para evidepciar a
agquellos gue forman acetilmetilearbinol (acetoina), como producto
final neutro de la fermentacidn de la glucosa (81).
Termonucleasa. La preduccidn de endonucleasa termoestable es una
propiedad caracteristica de casi todas las cepas de &. awwrsus;
esta encima se detecta utilizando el agar ADN-azul de toluidina
(14)(37).

En alimentos, principalmente en leche y productos ldcteos,
exliste una estrecha relacién entre ol crecimiento de S. aursus y
la produccién de DNasa termoestable (termonucleasa) y entre osta
ultima y la sintesis de enterctoxina (i88). Cords y Tatini, Park
et al y Batish et al (13)(34)(99), han recomendado la prueba de
termonucleasa como un método rdpido y conflable para la detececién
de cepas enterotoxigénicas en productos ldcteos.

Reduccién de nitratos. Determina la capacldad de un organismo
para reducir el nitrato en nitritos o en nitrégenp 1ibre (81}.

Dicha reduccién de nitrato (NOz-) en nitrito (NOz-) y en gas
nitrégeno (Nz2) se lleva a cabo generalmente en condiciones
anserdbicas, en donde el organimsmo obtiene el oxigeno del
nitrato.

Licuefaccidn de gelatina. Permite la identificacidn de organismos
que producen enzimss de tipo proteclitico (gelatinasas) que se

encargan de licuar la gelatina.

1.1.2 Factores gue influyen en su crecimiento y desarrollo.

Aun cuando 8. Aureus es un organismo gue  se caracteriza per una
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resistencia relativamente elevada a diferentes agentes fisicos,
como son cambios bruscos de temperatura v de pH, existen
condiciones que pueden influlr negatlivamente en su crecimiento y

desarrollio.

1.1.2.1 pH y acldez del wmedio. La mayoria de las cepas del
género Staphylococous se desarrollan & valores de pH entre 4.5 y
8.3, siendo el rango éptimo de 7.8 & 7.5; aungue éste depende del
tipo de medio, de la concentracion de cloruro de sodio exigstente,
la atmésfera y la cantidad de inéeulo (18).

Minoy y Marth (88), han encontrado gue el Scido acétice
ejerce un efecto JInhibitoric sobre &. aureya mayor gque el
provocade por el seide ldctico, y éste a su ves causa una
inhiblcidn mayor gue el hidroclorhidrico. Sin embargo, se ha
demostrado que a temperaturas de 1@ a 57°C, el dafflo por aclidez no
provoca la inactivaclion de S. aurgus, pero a 45°C hay una pérdida
de la viabilidad del microorsanismeo.

Se ha observado gque el dafio causado por acidez no provoca
ninguna lesidn en la membrana celular del microorganisﬁlo, pero éi

ejerce una inhibicidn en la sintesis de su ANA (72).

1.1.2.2 Temperatura. S. ayreus es un mesdéfile tipico, crece
a temperaturas entre 6.5 y 46°C, alendo la Iptima entre 30 y ‘
37°C, no obstante es capaz de adaptarse y desarrollarse a
temperaturas de 10 a 45°C, incluso algunaz cepas tienen la

habilldad de crecer por arriba o abajo de dichos valores cuando
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el medio contiene sustancias termoprotectoras como NaCl o

aminodcidos (glutamato monosddico) (8)(45)(61).

1.1.2.3 Compogiclién del medio. Existen varias sustancias
dncluidas en los alimentos que pueden iInfluir en el ecrecimiento
de 8. awureps. E1 cloruro de sodio contenido en el medio puede
afectar el desarrollo del microorganismo debhido & gque la
sensibilidad que presenta ante este compuesto varia de acuerdo a
la edad fisiolégica del cultive (56). La concentracién salina
necesaria para inhibir el crecimiento del microorganismo depende
del tipo de égte, PH, actividad de agua, temperatura y
comreosicidn guimica del sustrato (41).

Otra sustancia gue provoca inhibicién sobre S. aureus es el
nitrito de sodio (NaNQz), siendo suficiente pequefias cantidades.
Fang et al (42) observaron que este efecto estd en relacién al pH
del medio de cultivo en el gue se encuentre el microorganisma.

El efecto protector gue ejercen sales de metales
monovalentes schre S. aureus, parece ser debldo principalmente al
anidén cloro Cl=, ya gue en estudios realizados por Hurst et al
(60), se ha observado que otros aniones ademss del cloroe no
tuvieron efecto protector algunc. Sin embargoe, también se observd
que el cation no carecfa completamente de efecto, porgue NH<C1
results ser menos efectivo gue el NaCl o KC1 y el LiCl no sirvid
del todo como agente protector.

La tasa de crecimiento de 9. aureus en condiciones

anaerdblcas es mds baja que en presencia de oxigeno (392).
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1.1.2.4 Actividad de agua. Existe un valor de actividad de
agua (Aa) dptimo gque bermite un erecimliento mdximo del
microorganismo, el cual decrece cuando Ia Aa se reduce y llegs a
cosar cuando €Esta disminuye drdsticamente. S. aureus cultivadao
anaerébicamente, es Inhibido @& niveles de Aa de ©0.98, mientras
que en condiciones aerdbicas la Aa minima es de 0.86. En general,
bajo condiciones desfavorables como presencia de agentes
conservadores, pH bajos o temperaturas de crecimiento subdptimas,
la capacidad del microorganisme para proliferar a valores de Aa

mds bajos disminuye (45)(82).

1.1.2.5 Competitividad con otros microorganismos por el
medlo. Generalmente, niveles bajos de §. a&wreus no son buenos
competidores en alimentos corudos ademds, a temperaturas gue
favorezcan el crgcimlento de éste, la flora sapréfita normal de
los alimentos es antagénlea, actuando competitivamente frente a
log elementos nutritivos ¥ modificando las condicliones
ambientales hasta hacerlas desfavorables para el crecimiento de
estarfilococo (67).

Asi mismo, 8. aureus es un competldor relativamente débil y
en ocasiones varias bacterias pueden inhibir su crecimiento o
proliferar mds que 8l. Por lo general no logrsa desarrcllarse bien
ante la presencia de otros organismos a menos gue su inbculo sea
mucho mayor que el del competidor, por ejemplo en una proporcién
de 100:1 los coliformes, algunas especies de Proteus y bacterias

deido ldcticas, inhiben el crecimiento de S. awureus. siende mayor
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el efscto & tempsraturas de 15°C que a 30°C. Otro ejemplo es el
comportamiento gque Staphvlococcus tiene ante la presencia ds
estreptococo; se ha demostrado gue cuando Sireptgcoccus lactis
crecié en u;z caldo nutritive junto a S. 2ureus, égte fus capaz de
incrementar su poblacién en una dilucidn, sin embargo no produjo
enterotoxina. Es por esto que la relacidn inhibitoria de otras
bacterias con estafilococo puede ser de ayuda para prevenir la
produccion de toxinas en alimentos (12)(22)(1239).

La inhibicicn microbiana de 8. aureus es debida
principalmente & los productos dcidos, bajo pH, produccién de
perdxido de hidrégeno u otras sustancias Jnhibltorias como
antibidticos, compuestos voldtiles, sustancias bacteriostdticas o
competencia por nutrimentos esenciales.

La msyaria de las bacterias que se encuetran en los
allmentos suprimen el crecimiento de S. aurseus, aungue existen
algunos gque pueden ejercer un efecto estimulante. La inhibicidn
origi:;sd.s por la flora microbiana de los alimentos sobre S.
Aaureus, depende de ciertos frfactores gque Incluyen la proporcion
del microorganismo con los competidores, la temperatura y
atmésfera de almscenamiento, Jlas carscteristicas intrinsecas del
alimento tales como pH v actividad de agua y la capacidad de la

flora para producir compuestos inhibitorios o estimulantes (37).

1.1.3 Comportamiento ante tratamientos térmicos. La
aplicacidn de calor constituye la forma mds comin para destruir

microorganismos tanto en la industria de alimentos como en muchas
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otras. Cuando el tratamisnto térmico empleado no es el suficiente
para causar la destruccidn del organismo, éste sélo sufre lo que
se cohoce como daffo subletal: fendmeno gque provoca un estado de
desequilibrio metabélico. Dicho dafio esté ralacionado
directamente con la termorresistencia del microorganismo presente
(421)(72).

£1 calentamiento subletal de la bacteria causa varias
lesiones reparables: daflo en l1a integridad de la membrana
citoplasmética gue ocaslona pérdida de nmaterial celular,
aminodcidos, lipidos o lones, principalmente caleic y magnesio,
hacia el medio de cultivo, Esta pérdida provoca una disminucidn
en le helotolerancia del microorganismo, haciéndolo incapaz de
formar colonias en medios conteniendo niveles elevados de NaCl
(86)(72); la capacidad metabdlica de las células se ve alterada,
ya que existe una inactivacibn selectiva de las enzimaa celulares
¥ una desnaturalizacidén parcial de la proteina celular. La mayor
lesidn es Ia degradacion que surfre el RNA-ribosomal (53). Ademss,
las células dafadas térmicamente al presentar una actividad
matabilica minima son incapacea de sintetizar enterotoxina (24).

Son dos las condiciones principaies gque pueden alterar la
resistencia de 5. aureus al calor:
Edad de las células calentadas. Ha sido demostrado gque las
células bacterlanas en fase logaritmica de .crecimiento son menos
resistentes al calor que las tratadas durante la fase
egtacionaria (18).

Varios investigadores han mostrado gque las células jévenes
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son menoa resistentes a condiciones no favorables para su
erecimiento que las maduras (149).

Composicién del medio de cultivo. Existen ciertos componentes de
los alimentos gque pueden ejercer un efecto termoprotector sobre
las cédlulas de 8. aweus alterando su sensibilidad al calor.
Entre éstos se encuentra la sacarocsa, que provoca un lincremento
en la termorresistencia del microorganismo, mientras gue la
glucosa la disminuye (18)(128).

Se ha observado que el NaCl ejerce un efecto de proteccion,
en lugar de JInhlbicidn sobre las cédlulas de 5. aursus: les
Permite crecer a temperaturas mayores a las de su limite mavimo,
incrementa el valor de lIa constante de destruccién térmica,
disminuye el dafile causado por aplicacidn de proceses térmicos y
favorece su desarrollo bajo condiciones desfavorables. Se ha
comprobado ademds, gque la morfelogfa celular de K. gureus
incubado a 45°C en presencia de cloruro de sodioc (5.8%), es
apreciablemente diferente de la presentada por aguellss células
incubadas & 37°C en ausencia de este agente protector (58)(860).

Otras muchas sustancias Juegan un papel impertante éen la
resistencia que 5. awreuns presenta &l calor, entre otros se
encuentran el perdxido de hidrégeno, alginato .de sodio,
congervadores y algunoz aditivos permitidos en la industrla de
alimentos (30).

Las células suspendidas en grasas, aceltes o medies con alta
contenida de decidos grasos, son dificilmente destruidas a

difarancia de las que se encuentran en medio acuoso, debido a la
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escasa conductividad térmica de los lipides (12)(67)(139).

Ha zido demostrado gque la aparente sobrevivencia de las
bacterias tratadas térmicamente, puede variar de acuerde al uso
de diferentes medios asi como de la tempsratura de inc;zbacidn v
el pH del medio (136).

En forma general, se sabe que S. aursus puede resistir mejor
el calor en un pH préxime a 7.0 y que conforme el valor de este
pardmetro se aleja, ocurre un aumsnto en la sensibilidad térmica
de las células, debido principalmente a que se presenta una
pérdida de estabilidad tante en las proteinas como en el mismo
microorganisme. Es por esto que en alimentos muy deidos es
necesario aplicar un periodo menos prolongado de tratamiento
térmico o una temperartura mencr, para lograr upa disminucidén en
el numere de microorganismos (67).

Cenforme existe una disminucidn en el contenido de humedad
del medio de suspensidn, la resistencia gque los rganismos
pressntan al calor aumenta.  La desnaturalizacion de las
proteinas, mecanismo que provoca nuerte tirmica, se ve favorecido
cuando se emplea calor Inimedo. La forma exacta en gue este calor
facilita la desnaturalizacién de proteinas no ha sido definida,
parc se plensa que es determinante en la farmacidén de gruros —-SH'_
libres, lo gue aumenta la capacidad de las proteinas para captar
agua. La presencia de esta Ultima permite la ruptura de enlaces
peptidicos por calor, proceso que en su ausencia reguiere de més
energia (67).

En general, puede decirse que cuanio mds rico en nutrimentos
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sea el medio de cultivo mayor serd la termoproteccidén sobre las
células del eorganismo (19).

Se conoce que el daflo térmico subletal en S. aurens es
reversible, por lo gque las condicliones de crecimiento a las que
se somete el microorganismo después del tratamiento térmice son
extremadamente Aimportantes para la total recuperacicon de las
células. El microorganismo debe ser transferido a un medio
conteniendo una Ifuente de aminodcides, fosfato, glucosa
magnesio principalmente; los valores de temperatura y pH dptimos
para tal fin son 32°C y 6.@ respectivamente (55)(62). Cabe
mencionar que las células dafadas térmicamsnte resentsn 22
periodo lag mucho mis largo que las que no Ic estdn, pasando por
lo gue puede denominarse un ‘“periodo de recuperacién" cuyo
mecanismo es complejo (18)(58)(62).

Allwood y Russell (4), por sy parte han Iinformado gque
bacterias gque sobreviven a tratamientos térmicos aplicados (47°C
y mds), muestran un aumento en el periode de latencia cuande el
cultive es transferido a un msdio de recuperacion, ademds la fase
lag depende entonces de la temperatura a la cual se han mantenido
las células durante el calentamiento. Asi mismo, se ha encontrade
que esta fase lag se Incrementa conforme la exposicién del
organismo a temperaturas letales aumenta.

. De acuerdo a lo observade por Jackson y Woadbine (66), un
cultivo de 8. aureus tratado térmicamente reguliere de wmayor
tiempo para multiplicarse y alcanzar su nimero mdximo de células

en caldo nutritivo - incubado a 37°C, que aquel cultivo gue no ha
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sido sometido a tratamiento con calor. Puede decirse gque la
aparente sobrevivencia de las bacterias tratadas térmicamente
pueden llegar a variar por el uso de diferentes medios de
cultivo, asi como el tiempo de dncubacién y el pH del medio
utilizado (136).

El almacenamiente de S. Aursus a temperaturas de
refrigeracion (4-5°C), puede ocasionar igualmente un dafo
subletal. Jackson (65) ha observade que el mantener al
mieroorganisme a una temperaturs de 5°C durante 21 dias, provoca
un dafio en su metabolismo ya gue se ve incapacitado para crecer
en medios en los gue comunmente se desarrolla, especificamente en
agar manitol sal (M5A). Sin embargo, demostrdé gue su recuperacion
ea posible ya que su metabolismo no se ve detenido por completo;
cleprtas funciones como la multiplicacidén y la divisidn celular no
se¢ llevan a cabo a esta temperatura, pero otras puedsn continuar
por lo que su metabolismo sélo se ve desbalanceado. Ademds la
lesidon provocada estd en relacidn con el Incremento en su
sensibilidad al cloruro de sodic ¥y a un Incremento en los
requerimientos nutrlcionales de 8. aureus dafiado.

Durante el periodo de reparacidn, el microorganismo ea oapas
de recuperar ciertas funciones que Ilos tratamientos térmicos
aplicados habian suspendido. El regrese de su halotolerancia es
independiente de la recuperacién de la actividad enzimdtica, de
la sintesis de lipidos, del balance sodio/potasio y  del
transporte de sustancias. Sin embargo, de todas estas funciones

la nica necesaria  para el crecimiento y multiplicacidén de S.
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aureus es la reparacién del RNA ribosomal durante el periodo de
recuperacldén (58)(131).

Existen otros factores gque pueden ayudar a una pronta
recuperacién de S. aureys cuando éste ha sido sometido a
tratamientos térmicos. Se ha visto que la presencia de glucosa o
extracto de levadura, por ejemplo, estimula su crecimiento al
ocasionar gue la longitud de la fase lag disminuya (4).

Smith y colaboradores (129), susieren que del mismo medo gue
S. aureus es capaz de recuperarse de un daffo térmico puede
hacerlo de cualquier otro tipo de dafio causado mediante algin
proceso empleado en la industria de alimentos o incluso iniciar
la sintesis de enterotoxina, sobre todo bajo temperaturas de

almacenamiento elevadas.

1.1.4 Mstodos de recuento y aislamiento de [S. aureus en
alimentos. Debido a la importancia que para la industria de
alimentos y salud piblica tiene S. aureus., se han desarrollado
diversos medios de cultive que permitan su crecimiento e
identificacidn, haciéndose cada ver mds selectivos para svitar al
desarrollo de otros microorganismos ajenos, principalmente de
especies Becillus. pero al mismo tiempo no deben Inhibir la
proliferacion de células de §- aureus estresadas (37)(63).

A pesar de los Intentos realizados, no ge ha logrado
encontrar una combinacidén de sustancias adecuada que lleve al
aislamiento dptimo y exclusive del microorganismo en cuestidn.

Para facilitar el aislamiento del organismo se han empleado
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medios con diferentes agentes selectivos basdndose principalmente
en la toleracia al cloruro de sodic de S, aureus. su habilidad
para reducir los teluritos y fermentar el manitol y su reaccién
con lipovitelina (protefna del huevo), entre otros (93).

Existen en la actualidad diversos medios para el recuento y
aislamiento del estafilococo como lo son:
¥ Agar Manitol-Sal (MSA)
¥ Agar Telurito-Glicina (TGA)

* Agar Vogel-Jdohnson (VJA)

* Agar Asida-Base sangre (ABA)

* Agar Colbeck con Yema de huevo (CEY)

* Agar Aznida-Yems de huevo (EYAA)

* Agar Fenoftaleina-Difosfato (PPAF)

* Agar Telurito-Polimixin-Yema de huevo (TPEY)

¥ Agar Tiocianato de potasio-Actidiona-Asida de sodio-Yema - de
hueve-FPiruvato (KRANEP)

* Agar Baird-Parker (BP) (35)(135).

El medio de cultivo de mayor usoc actualmente es el agar
Eqird-Pez‘kez' debido a su efectividad; existen informes en los que
se mencionan que permite el crecimlento tanto de células dafladas
como sin daffo. Su selectividad se basa en 2  propiedades
importantes que presenta el microorganismo durante su desarrolio:
- 8. aureug utiliza la lipoproteina de la yema de huevo, la cual
desarrolla un precipitado blanco alrededor de la colonia por la
formacidn de sales de calcio y magnesio de dcidos grasos.

- 8. aureus reduce el telurito formando colonias negruscas. Esta
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sustancia inhibe a varios microorganismos.

Una vardiedad de este agar se efectia adiciondndole piruvato
¥y &licina, los cwvales actdan como sstimulantes sslectivos del
cracimisnta, sin provocar texicidad en el medio pare las
poblaciones estresadas (35).

Los métodos utilisados para su recupsracidn de une gran
variedad de allmentos son selectives o© conllevan técnicas de
enriquecimiente, impidiendos en la mayoria de los cascs el
desarrollo de otro tipo de microorganismo.

El método mds usado y recomandado por la FDA (1876) e= el de
Balrd-Parker (BP), el cual puede ser utilicade también para la
recuperacién de microorganismos daflades. Una modificacidn liguida -
de éste pusde ser empleasda para la ldentificacién de 5. aursus
con leslén subletal, método conocldo como Van-Doorne (145).

Las colonias desarrclladas en BP, después de un pericdo de
incubacién del mieroorganismo no mayor & 48 horas & 37°C, son
tipicas de §. gureuys: clrculares, iisas, convexas, himedas, de
color gris a negro azaebache, de 2 a 3 mm de didmetro, a menudo
con una aureola externa blanca por la reduccidn del telurite y un
halo opaco o claro por la accidn que tilene gobre la yema de
huevo. Geperalmente las colonias con estas caracteristicas se
seleccionan y se someten a pruebas de coagulass y termomicleasa

con objeto de verificar (2)r10)(122).

1.2 Enterotoxinas EBstafilocdcicas.

Las enterotoxinas estafilocécicas son proteinas
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extracelulares, de pvesos moleculares relativamente bajos,
termorresistentes y fdcilmente solubles en agua y soluciones
salinas, Estas son producidas en principic por 8. aursus, sin
embargo otras especies como el S. intermeciys y S. hvicus han
sido identificadas como enterotoxigénicas (21)(35).

Se encuentran clasificadas en 7 grupas: 4, B, (i, Cg, Ca. D
¥y E; todas con estructuras hiolégicas similares. Su
diferenciacién se ha realizado mediante anticuerpos especificos
(69)(113). De las toxinas producidas por alguna especie de
estafilococo, la mds toxigénica es la toxina 4 (17).

Cuande se encuentran puras, son de color blanco, son
higroscépicas, solubles en agua y soluciocnes salinas. La
secuencia de sus aminodcidos y puntos isoeléctricos se han podido
determinar (18)(88). En el cuadro & se ilustran algunas de sus
propiesdades fislcas y gquimicas.

Las enterotoxinas en estado activo, pueden resistir la
accion de ensimas proteoliticas tales como tripsina,
quimotripsina, renina y papaina, ademds estas toxinas son de las
pocas de origsn bacteriano de naturaleza proteinica resistentes
al calor (18)(67). )

Se ha observado que las enterotoxinas en alimentos no gquedan
completamente inactivadas por tratamientos térmicos comunes como
la pasteurizacién, Tatini (142), afirma que el tratamiento
térmico no garantiza la inactivacién de dichas toxinas. Por otra
parte, las toxinas gque han pasado por un tratamiento térmico

presentan mg;}or actividad biolégica gque las no tratadas. Read y
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colaboradores (111), demostraron gue los preparados brutos de
toxina son mds termoestables gue las toxinas puras.

Quimicamente las enterotoxinas son cadenas simples de
polipéptidos gque contienen cantidades relativamente grandes de
lisina, agpartato, glutamato v tirosina. Aunque existen
diferencias en la composicidn de las mismas, estas no , revisten
mayor importancia, excepto por el efecto que pueden ejercer sobre

su punto isoceléctrico (18).

1.2.1 Produccidn y estabilidad. Debido a que la enterotoxina
estafilocdeclen A es una proteina tiplca, se presume que su
biosintesis es8 mediante reacciones tipilcas para la sintesis de
protefnas; sin embargo, no es tan simple como la formacidén de
protefna celular, ya que es posible obtener un buen crecimiento
de S. aureus enterotoxigénico sin presentarse produccidén de
enterotoxina (17).

Se ha sefalado gue las toxinas estafilocdcicas pueden
aparecer en los ocultivos a la 4-6  horas y aumentar
proporcionalmente a lo largo de la fase estacionsria y en la fase
de transicién (79).

Existen numeroses  métodos  para la  produccion de
enterotoxinas en el laboratordo, pero su empleo depende
principalmente de la extensién y propdaito del estudio (18)(138).

El1 nmedio »recomendado para la obtencién de peguefias
cantidades de toxina, es Infusidén Cerebreo Corasén (BHI) con 1X

de extracto de levadura, incubande a 37°C. Se usa la téecnica de
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celofdn sobre agar cuando se trata de msdio sdélido; cuando el
medio es liguido, se aplica el método de cultivo en saco (37).
Para la produccicén de grandes voliumenes de enterotoxina, se
utiliza la caseina hidrolicada pancres‘ﬁica y sus vardiantes,
debido a las ventajas que presentan al contener compuestos de
bajo peso molecular de ficil eliminacidn durante =zu purificavidn

(79).

1.2.2 Factores que influyen en su produccidn y estabilidad.
En general, la produccidn de enterotoxina estd favorecida cuando
las condiciones para el crecimiento son Jptimas, sin embargo
puede verse alterada por un nimero 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 Factores que afectan la

prroduccion de enterotoxinas estafilocéeciczs (88).

1.2.2.1 Temperatura. Se ha observado gque la disminucion de
la temperatura de incubacion tiene. el efecto de prolongar la
aparicidn de toxinas, habidndose sefalado 7Z-96 horas como
necesarias para descubrir la enterotoxine A en leche.

4 besar de que las enterotoxinss estafilocdcicas sen de las
pocss toxinas bacterianas de natursleza proteinica gque son
termorresistentes, ha guedado comprobado gue cuando se .aplica
calar sufren varios cambios en sus propledades, sienda la mds

susceptible la A y la B la més resistente.

N
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Cuando la enterctoxina A es calentada a 88°C por 28 min,
existe un decremento del 52% en la reaccién de ésta con su
anticuerpo especifico; despuds de someterla a una temperatura de
80°C por 3 min o a 18@°C por 1 min ya no se presenta reaccion
(18}, Lilly y colaboradores (78), han observado que los cambivos
en temperatura afectan en mayor grado la sintesis de
enterotoxina, en comparacidn con el crecimiento del
microorganisme. La reduccidn en Jla produccidn de enterotoxina a
bajas temperaturas se debe a un efecto directo en la biosintesis
de toxina, o bilen, como resultado de algin cambio en el estado.
fisioldgico o nutricional del microorganismo (164)(128).

En general, la susceptibilidad del microorganismo y toxinas
al calor se ve afectada por la composicién total del medio en gque
estdn suspendidos. Por ejemplo, se ha demostrado que las células
estafilocdcicas son bastante sensibles al calor en solucidn de

Ringers & pH 7.2 ¥ mucho mds resistentes en leche a pH 6.8 (87).

1.2.2.2 Composicién del medioc. Existen clertos compueatos
que pueden interferir en el desarrollo de S. gureus y per tanto
en la produccidén de enterotoxina., Tal es el caso de minerales

como eodlio y c¢lore, que el microorganlsmo requiers para  su

erecimiento (194).
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Cuadro 3.

PROPIEDAD

Peso
molecular

Dosis emética
(EDse pg/mono)

Contenido de
Nitrogeno (X)

Punto
Isoceléetrico

Absorcicn
Mixima (nm)

Viscosidad
Reducida (ml/g)

27,800

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LAS
ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS.

A B Ca Cz D E

28,366 34,180 34,000 27,000 29,5600

5 5 5 5-10 20 le-20
16.2 6.1 16.2 16.0 - -

6.9 8.8 8.6 7.0 7.4 7.8
277 a77 277 277 378 - 377

4.07 3.81 3.40 3.79 - -

Fuente: Bryan, F.L. (1979)
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Cuadro 4. FACTORES QUE INTERVIERNKN EN LA PRODUCCION DE

ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS.

FACTOR

Aa

PpPH

Temperatura (°C)
NaCl (%)
Atmésfera (% 0z)

MINIMOS

8.9
5.15
16.0

VALORES
OPTIMOS

.99

7.0

30-38

10

MAXTMOS

1.0

g.e
45.0
18,

~ po ha sido reportado

Fuente: Minor y Marth (1971)
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Lilly y eolaboradores (79) han observado que la produccidn
de enterotoxina se realiza con @% de NaCl, aunque puede llegar a
sintetizarse en un rango de @ a 10¥. Por otro lado, Morita y
colaboradores (52} demostraron que el adicionar magnesio al medio
de cultivo, estimula la produccidn de enterotoxina por S. aursus.

El afadir una fuente de carbono de Ifdcil metabolizacidn,
como glucosa o piruvato, a un medio de caseina hidrolizada
reprime Ia sintesis de enterotoxina H. Similarmente, la adicién
de glucosa o glicerol a un medio quimicamente definido, origina
un marcado decremento en la sintesis de enterotoxina A (SEA), B
(SEB) v C (SEC) (129).

Asimismo, se ha cbservado que la existencia de hidrolizadaos
de protefna estimulan la produccidén de enterctoxina A (83).

Las toxinas estafilocdcicas come nuchas otras toxinas,
tienden a perder su toxicidad cuando las cepas de donde proceden

son sometidas a resiembras sucesivaz (17).

1.2.2.3 pH. La produccién de enterotoxinas se limita a un
rango de pH comprendido entre 5.15 a 9.8, observdndose que a un
valor de 7.9, la sintesis se incrementa en forma directa a la
cancentracién de cloruroc de sodio (43)¢124).

El pH Optimo para la sintesis de enterotoxina A (SEA) aun
cuando no hublera duplicacién de S, aurens, tanto en presencis
como en ausencia de una fuente de nitrdgeno, es 6.6 a 7.6 (1289).

Ha gquedado demostrade gue los alimentos en cuyo proceso esté

impliveds una fermentacidn o acidificacidn, en case de haber zido
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elaborados en forma apropiada, no deben presentar suficiente
crecimiento de S. aursus como para gque la biosintesis de
enterotoxina se lleve a cabo, ain cuande exista un abuse en la

temperatura de almacenamiento (88)(95).

1.2.2.4 Actividad de agua. El valor de actividad de agua en
que 8. aureys puede producir enterotoxina varia con el medioc de
suspensidn en el que se encuentre. sin embarge se ha recomendado
que esté dentro del rango de 0.9 a 0.97 (144).

Ha sido demostrado gue la actividad de agua existente en el
medio de suspensidn puede causar una mayor inhibleldn en le
produccién de este metabolito, comparada con la supresién que
ocasiona sobre el crecimiento del microorganismo (117).

Se ha comprobado que la produccién de enterotoxina & puede
ocurrir bajo condiciones de Aa que no favorscen la formacidn de

la toxina B (67).

1.2.2.5 Atmésfera. La sintesis de toxina se lleva a cabo
tanto en condiciones anaerdbicas come aerdbicas, no existiendo
una dependencia directa en esta condicibén, sin embargo Smith et
al. (129) observaron gue la presencia de un 10% de oxigeno
disuelto en el medio incrementa la produccidn del metabolite. S.
awreus estd clasificado metabdlicamente como un anaeroblo
facultativo por lo que crece mds rdpidamente bajo condiciones
aerobias, por tanto la aereacidn es un efecto positivo para su

crecimiento y subsecuente formacidn de enterotoxina.
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El1 crecimiento de . aursus v la produccion de enterotoxina
bajo condiciones anaerdbicas depende de otros factores como PpH,
temperatura y actividad de agua. En general, la produceién de
enterotoxina en un determinado alimento estd relacionada con la
composicidn de éste, =su naturalesa fisica, DpH, contenido de
humedad del alimento y las condiciones de almacenamiento bajo las
cuales se encuentra, asf como la temperatura, tiempo y atmébsfera

(13).

1.2.3 Métodos de deteccidén de enterotoxina. La deteccidn de
enterotoxina en los alimentos se puede lograr por el empleo de
métodos biolégicos, usando animales o procedimientos in vitro y
métodos  serolégicos para identificar 1las cinco diferentes
enterocoxinas estafilocbeicas (67). 5in embarso, la determinacidn
de tovinas en productos alimentarios regquiere métodos gque sean
mucho mds sensibles que aguellos utilizados para la deteccidn de
la enterotoxigenicidad de cepas (28).

Los métodos mds cominmente empleados in vitre son reacciones
antigeno-anticuerpoe con algunas medificaciones, en éstos se
aprovecha la propiedad gue tienen las enterotoxinas para producir
antlcuerpos en animales de laboratorio (18).

Esencialmente todos los anticuerpos en uso han sldo
preparados en conejos, usando las enterotoxinas JIndividuales
purificadas (21).

La precipitacién del cemplejo enteroto;:ina—anticuexp_a en el

método serolégico mds frecuentemente empleado, asi como la
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técnica de doble difusién en gel de Crowle, por ser los més
especificos se basan en una comparacién directa entre una
enterotoxina de referecia y una muestra desconocida (35).

Los principales sistemas utilizados para la deteccidn
cualitativa, cuvantitativa y semicuantitativa de enterotoxinas se
mencionan a continuacién:

Método de Oudin o prueba en tubo de difusién en gel. Esta prueba
tiene una sensibilidad de &-200 ug/ml de enterotoxina. Consiste
en utilizar un tubo con antitoxina incorporado previamente en
agar. La muestra presuntiva es agregada y ge observa la
precipitacidn en la sona de eguivalencia. El agar desclende en
relacion a la concentracion de toxina y de anticuerpo (15).
Prueba de doble difusién en pgel. Se emplea una placa con
perforaciones en donde se coloca la solucidn con el antigeno y
anticuerpo en pozos adyacentes, Al difundirse, se forma una banda
de precipitacion en el punto en que ambos  compuestos
interaccionan. Su sensibilidad es de 5 a 1@ ug de
enterotoxina/ml. Se usa principalmente para detectar la presencia
de toxina en extractos obtenidos de alimentos (15).

Prueba de precipitacién en tubo. La prucba es cuantitativa. La
toxina es puesta en contacto con su antitoxina correspondiente,
en forma semejante &l método de Oudin. FPara vrealizar la
cuantificacidn, el nitrdgeno total en la zona de precipitacion se
analiza por la técnica de micro-Kjeldahl (151). .
Prusbz de hemoaglutinacién. Una solucién en la cual los

anticuerpos . se encuentran unidos a eritrocitos, se pone en
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contacto con la enterotoxina. Cuando existe suficiente
concentracidn de antigeno, ocurre una reaccidn de aglutinacidn.
Su sensibilidad es de 0.0015 ug de enterotoxina/ml (151).

Prueba de radioinmunoensayo (RIA). Se utiliza una placa sensible
para antigenos sobre la cual la enterotoxina se adsorbe. Se
agrega la toxina marcada con iodo radioactivo, se deja actuar por
un tiempo determinado, la enterotoxina excedente se remueve y la
radicactividad emitida se mide en un contader gama, asf la
cantidad de enterotoxina presente en la nuestra a analizar se
relaciona indirectamente con la cantidad de enterotoxina
radicactiva presente. A menor radioactividad, mayor concentracion
de toxina en la muestra. Su sensibilidad es de 0.0015 a 6.010 ug
de enterotoxinas/ml (20).

Prueba de difusidén radial simple. La  prueba presents una
sensibilidad de 1.9 ug de enterotoxinas/ml. El1 antisuero se agrega
al agar, se meccla y se vierte en placas gue se dejan enfriar.
Para colocar diferentes concentraciones de enserotoxina, se hacen
parforaciones en las gque se adicionsn. La placa se deja en
incubacion por un periodo de 24 horas en un ambiente humedo.
Cuando la toxina se difunde, un anilloe de precipitacidn se foz;ma
alrededor de los posos, este halo se revela con una seolucidn de
deldo acetico-etanol, se mide y 3¢ elabora una curva estdndar

(22).
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RPLA (Reversod Passive Latex Agglutination). Este método consiste
en particulas de Jldtex cublertas con anticuerpos especificos,
seguido de la adicidén del extracto de alimento. Si cualquier
enterotoxina estd presente en dicho extracto, las particulas de
ldtex se aglutinardn. Este procedimiento se Illeva a cabo en
placas de microtitulacion de poliestireno con fondo en "V", La
reaceién de aglutinacidén se detecta visualmente (22).

Su sensibilidad es similar a la obtenida en la utilizacidn
de las pruebas de ELISA y RIA (21).

En ocaslones pueden llegar a presentarse reacciones de
aglutinacidn no especificas, asf que para la utilizsecidén de este
método debe demostrarse gque no existan este tipo de reacciones
mediante controles positivos (22). En un estudio realizado por
Park y Szabo (188), se evaelud el médtodo y determinaron gue no
existieron reacciones no especificas en los extractos obtenidos
de vardos alimentos; se utilizd el SET-RPFLA comercial y determiné
una sensibilidad de €.25 ngs/ml de alimento para las enteratoxinas
A, B, Cy D.

Rose, DBankes y Stringer (118), determinaren que las
reacciones no especificas, es decir obtener resultados falso-
positives en los controles, se pueden eliminar mediante la
adicidén de hexametafosfato sédico 1emM.

Para enplear el mdtodo de RPLA en la deteccidn de
enterotoxina en alimentas, es necesario llevar a cabo la técnica
de extraccidn simple. En general es un método répido ya gue se

obtienen resultados en menos de 24 horas; es ssemicuantitative y
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no requiere de ningin egquipo de precisién para la lectura de
resultados (100).

Actualmente existen "kits" comercialaes para la deteccisn de
enterotoxina por el método de RPLA que tienen sensibilidad
adecuada para la determinacién de toxina en soluciones de
alimentos. Sin embarge, el método de extraccion sugerido en estos
equipos {9 ml de solucidn buffer/g de alimento), ne se recomienda
para la cuantificacién de peguefias cantidades del metabolito
(21).

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Adssay). Es una tdcnica
desarrollada para la deteccién de enterotoxinas en alimentos, que
incluye varios procedimientos de las pruebas anteriores (46).

Ademds, es uno de los métodos mds rdpldos y especificos. El

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

uso de una encima unida, ya sea a la enterotoxina o al anticuerpo
especifico y depende del desarrollo de un color por la reaceidn
de la enzima con el sustrate correspondiente (37). Asi, el

desarrollo de dicho color serd directamente proporcional a la.
cantidad de enterotoxina en la muestra.

El método es como sigue: (1) las superficies de los posoa de
la placa de microtitulacidn o de las esferas de poliestirens se
cubren con el anticuerpo especifico; (2) el extracto dal alimento
@8 colocado sobre 1os pozos cublertos de la placa; 81 ae usa el
método de esfera, estas son colocadas en el extracto del alimento
deptro de un tubo de ensaye; (3) después de un tiempo de reaccidn

adecuado, el extracto se retira de los pozos y el conjugado
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toxina-anticuerpo especifico es puesto en los pozos; en el método
de esferas, estas son tratadas con el conjugado después de ser
retiradas del extracto y lavadas; (4) posterior a un tiempo de
reaccidén, el conjugado se quita de los posos y el sustrato se
adiciona; en el otro método, las esferas se tratan con el
sustrate después de que estas son removidas del conjugado y
lavadas; (5) después de un tiempo de reaccidn determinado, los
colores desarrollados en los posos de la placa de microtitulacidn
son leidos en un lector apropiado; el color desarrcllado enh el
método de esfera es leido en un ecolorimetro; y (6) la cantidad de
enterotoxina en el extracto es calculada a partir de una curve
estdndar elaborada con cantidades conoclidas de enterotoxina

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

1.8 Intoxicaciones Kstafilocécicas.

La toxiinfeccidn estafilocdecica alimentaria es producida por
determinadas cepas dela S. aursus, gque generalmente ademds de
enterotoxina producen coagulasa. Sin embargo, cabe mencionsr que
no todas Jlas cepas coasulasa positiva son capaces de originar
Intoxicaciones estafilocdcicas (67).

Se ha comprobado que para que los alimentos causen
Intoxicacién es necesario gque exists en ellos una gran cantidad
de Staphyvlaococcus alreus, (50 x 105 — 200 x 108 por gramo de
alimento), slendo necesaria una produccién aproximade de 1 & 4
mierogramos de toxina A por gramo de alimentc, o 9.815 a ©.357 ug

por peso.corporal (19)(82).
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Los sintomas mds ususles de upna JIntoxicacicn estafilocdeica
desarrollados durante las primeras 1 a&a 6 horas son: nausea,
vomito, dolor estomacal y diarrea. En casos mds severos puede
presentarse dolor de cabesa, dolor muscular y fatiga, anorexia,
sudor y deshidratacicdn (22).

Ep Yo wmapssds de lig eages la recupsracddn dal dndividus =2

dias, por lo gue en paras ocasiones s

16}

rdpida, de 1 a
suministra medicamento. La mortalidad es extremadamente baja y
por lo general este tipe de toxiinfeccién se presenta en personas
fisicamente débiles o en lactantes (37).

El modo de accidn de las enterctoxinas no se encuentra aun
totalmente comprendido, pero los principales sintomas suponen una
accion sobre las visceras abdominales. Estos metabolitos muestran
una gran afinidad por las paredes del estdmage e Intestinos
produciendo enterocolitis (82).

A pesar de 4que la susceptibilidad a las Jdnéoxicaciones
estafilocécicas varia de un individuo a otre, ésta también
depende de diversos factores como: la cantidad de enterotoxina
consumida, la distribucidn de la misma dentro del alimento y

exrosiciones anterliares a este metakbolito (15)(17).

1.3.1 Incidencia en México. En México. el Laboratorio
Nacienal de Salud hAiblica realisd wn estudio de brotes de
'int:oxica;c.idn alimentaria de origen microbiano y parasitario en el
periodo comprendido entre 198@-1989, con la finalidad de conocer

los agentes etioldsgicos mds frecuentemente involucrados.
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En dicho estudio se confirmé un 73% de Dbrotes de
intoxicacion, los cuales sa presentaron con mayor Irecuencia en:
reunionss (24.1%), escuelas Yy guarderias (10.35), restaurantes
(8.6%), hospitales (8.6%). Se encontrd que el microorganismo que
estuvo implicado de manera importante fue S. aureus, siendo
responsable del 48.2X8 de los brotes. Como principales alimentos
invelucrados en las intoxicaciones 58 encontraron: gQussos
(29.3%), pasteles (15.5%), carne (15.1%), leche (13.8%) ¥

pescados y mariscas (7.0%) (37).

1.3.2 Alimentos Iinvolucrados. Generalmente las
intoxicaciones estafilocdcicas, se producen por malas prdcticas
higienicas en el manejo del alimenta. Estas ultimas, representan
un excelente medio de cultivo para el crecimiento de 5. pouse
uno de los principales alimentos involucrados en contaminaciones
de este tipo &5, la leche y sus  derivados. Algunas
toxiinfeccionas por consumo de leche son causadas principalmente
por microorganismos gue proceden de la vaca, como es el caso de
aguellas que sufren mastitis (115).

Existen otros alimentos ademis de la leche susceptibles a
contaninacion por S. aureus: ls carne de cerdo y res, productos
de panificacidn, Ifrutas y verduras, ensaladas ¥ productos
cdrnicos procesados, representan los principsles.

Los rellenos utilizados en las pastelerias " constd tugren un
medio de cultive propicico en donde el microorganisme puede

desarrollarse perrectamente a& temperatura ambiente (12).
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1.3.3 Medidas de control. La higiene personal de los
manipuladores de alimentos a lo largo de todas las operaclones
Industriales es extremadamente Importante para la prevencidén de
las intoxicaciones estafilocdcicas, ;ra gue el hombre constituye
la principal fuente de contaminacicn. A pesar de que el potencial
para controlar y atn eliminar el peligro de este tipe de
contaminacién ha ido mejorando, todavia se considera a S. aureus
como l& causa mds comin de intoxicacliones alimentarias (8Z2).

La aplicacidn de procesos Industriales apropiados tales como
un enfriamlento adecuade de la leche cruda, entre otros, debe
prevenir la produceion de enterotoxina termorresistente y
cualguier microorganismo viable debe ser destruido mediante la

pasteurdzascidn del producto, por ejemplo (136).
1.4 Leche.

1.4.1 Definicién. La leche es un liguido blancoe, opaco, m&s
viscoso gue el agua, de sabor ligeraments azuecarado y olo:.'
acentuado. Es el producto fntegro del ordefio completo e
Ininterrunpido de una hembra lechera sana, bilen alimentsds y no

fatigada (147).

1.4.2 Principales caracteristicas flsicoguimicas. Desde el
punto de vistae fisicoquimico, la leche s un producto muy
complejo; el conocimiento de su estructura permite comprender lasz

transformsciones ~gque se producen en élla y. en los productos
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lécteos durante log tratamientos industriales diversos (150).

Las principales caracteristicas fisicoguimicas de la leche,
que han de tomarse en cuenta en la determinacidn de su pureza y
aptitud para Jla elaboracién de derivados ldcteos se indican a
continuacidn:
- Densidad.- Depende del contenido de extracto seco magro (ESM)
en la leche, éste gsneralmente se aproxima a 90 g/1.
- Punto de congelacidn.- Generalmente disminuye con la presencla
de componentes en disolucidén, principalmente lactosa y sales.
Debido a que es la caracteristica fisica mds constante de la
Jeche es usado  por lo general como un método de deteccidn en la
adulteracién de la misma por adicién de agua.
- Calor especifico.- Puede ser utilizado para calcular el coste
de calentamiento o enfriamiento de la leche (112).
- pH.- Indica su acides activa. El calostro es mds dcido gque la
leche normal, mientras gque la leche del final de la lactscidn y
de las vacas enfermas tienen generalmente un pH mnds elevado,
préximos al de la sangre (6)}.
~ Acides.- Es la determinacisén analitica mds frecuente en
tecnologia lechera. Es un pardmetro constante en la leche y su
aumento Iindica anormalidad. Todos los componentes capaces de
combinarae con fones bdsicos contribuven a la acidez de la leche

(6)(112} (cuadro 5}.
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Cuadro §. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA LECHE.

Densidad @ 15°C ~=mmem—mcmmmm oo 1,030 a 1,234
Calor especifico (cal) ~——————memom—e— e 0,93
Punto de congelacién (°C) ———---———m——mmeem - 8,55
bH - - 6.5 a 6.6

Acidez expresada en grados Dornic
(declgramos de decido ldetico/l) ———————v—oem 16 a 18

Indice de refrigeracién a 20°C -——=m——=-=nee 1,35

Fuante: Veisseyre, K. (1988)
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1.4.3 Composicidn. De manera esquemdtica, la leche pusde
considerarse como un sistema coloidal constituido por una
solucidon acuosa de lactosa (5%), sales (0.7% Vv muchos otros
elementos en estado de disolucidén, en donde se encuentran las
proteinas (3.2%) en estado de suspensién y la materia grasa en
estado de emulsién (6), Algunos de los componentes del allmento
se encuentran en cantidades muy  peguefas y por ello su
determinacion es mds dificil que la de aguellos gue estdn
presentes en cantidades mayores (cuadro 6).

La composicién de la leche varia ampliamente dependiendo
directamsnte de caracteristicas del animal como especie, raca,
estado de lactacidn, edad, enfermedades y nutricidn (cuadro 7)

(118).

1.4.3.1 Grasa. La materia érasa estd presente en la leche en
forma de gldébulos muy pequefios dispersos en el plasma, rodeados
cada uno de ellos por una membrana consistente en una capa
delgada de proteinas y fosfolipidos principalmente. En la leche
de vaca, la fraccidén lipidica mayoritaria estd constituida por
triglicéridos que representan 97-98ix del total de lipldos y el
resto estd dado por peguefias cantidades de mono y diglicéridos,
coleaterol vy colesterol esterificado, dcidos grasos libres y

fosfolipides (6).

1.4.3.2 Sustancias nitrogenadas. Desde el punto de viata

nutricional, las proteinas constituyen la parte mds Jmportante de
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la leche por ser vitales para Jla vida; desde el aspscto
tecnoldgico, la proteine Juega un papel muy Importante en Ja
elaboracién de derivado ldcteos como el gueso y yogurt (112).

En la leche existen dos grupos diferentes de protefnas: el
complejo de caseinas (presentes en la leche como suspensidn
cqlaida.l en un 86%) y las proteinas del suero (presentes como una
solucidn) (145). Estas constituyen alrededor del 85% del

nitrégeno presente, el restante es nitrégeno no proteinico.

1.4.3.3 Lactosa. Loz glicidos de la leche estdn compusst}bs
principalmente por lactosa (5%) y algunos otros azilicares en
paqueflas cantldades como glucosa (@€.18) y galactosa. La lactosa
es el componente cuantitativamente més importante de los sélidos
no grasos, encontrdndose disuelta en el 87% del agua gque contiene
la leche (58 g por litro de leche). Ademds, la lactoas es el
compuesto que principalmente contribuye a gqus este allmento sgea
isoténico con el plasma sanguineo y a sus propiedades coligativas
{presion osmética, descenso del punto de congelacién, elevacicn
del punto de ebulliclbn). Su descomposicidn en la leche es el

resultado de accilén microblana (GI(82).

1.4.3.4 Cenizas. Algunos de 205 minerales encontrados en la
leche son derivados de las =sales dlsueltas en ella, pero otros
provienen de componentes insolubles, principalmente del complejo
de caseina. Los catlones principales son calcio, magnesio, sodio

¥ potasio y los aniones mayoritarios fosfato, cloruro y citrato.
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Cuadro 6. COMPOSICION GENERAL DE LA LECHE.

Componentes mayoritarios
I Agua 86, 9%
11 Materias grasas 3,9%

II1I Proteinas y sustancias

nitrogenadas no proteicas 3,2%
IV Carbohidratos 5,1%
V Sales 0,9%

Componentes minoritarics
VI Enzimas
VII Vitaminas
VIII Pigmentos (carotenocs, xantofilas,
rivoflavina)
IX Células diversas (epiteliales, leuco-
citos, bacterias, lavaduz'as,. mohos)
X Otres elementos (didxido de carbono,
oxigeno, nltrdégeno y otros gases)

XI Sustancias extrafias

Fuente: Amiot, J. (1991).
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Cuadro 7. ESQUEMA COMPARATIVO DK LA COMPOSICION DE LA LECHE

(g/100g) DE LAS DIFERENTEKS ESPKCIES ANIMALES.

Especie

Humana

Vaca

Bom taurus
Boe indicus
Bifalo
Cabra
Borrego
Caballo
Burro

Camello

Grasa

4.2
4.7
7.8
4.5
7.6
1.6
1.5
4.0

Caseina

2.6
2.8
3.2
2.6

Proteinas
del suero

0.6
0.6
0.6
0.6
e.7
1.2
1.0
9.9

Lactosa

4.4
4.8
6.2
7.4
5.4

Cenizas

8.2

e.7

8.8
0.8
2.9
0.4
0.5
e.7

Fuente: Van Der Berg, J.C.T. (1988)
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1.4.4 Funcionalidad como medio de cultivo. Debido a su
composicidn, la leche es un excelente medio de cultivo para
ciertos organismos. 8Su elevado contenido de agua, su pH casi
neutro y su rigueza en alimentos energéticos en forma de azucar
(lactosa), grasa ¥ cltrato, asi como compusstes nitrogenados, la
hacen un medio adecuado y propicio para el orecimiento y
desarrollo de varios microorganismos (45). A pesar de las
mencionadas caracteristicas, el crecimiente de los organismos no
es siempre constante debido a las variaciones de composicién que
se producen en ella por factores ya sea estaclonales o por los
diversos tratamientos a los gque se somete.

La leche no puede considerarse un medio de cultdvoe
universal, porgue algunas de sus caracteristicas la convierten en
un medio selectivo, El1 desarrollo de organismos de Iinterés
lactoldégico se ve desplazado en ocasiones dade que €stos no
encuentran condiciones Jptimas en la leche. Algunas cepas de
estreptococos ldacticos requieren de la degradacién de la proteina
de la leche para satisfacer sus necesidades de nitrdgeno, Jlos
compuestos al sufrir dicho proceso, dan origen a otros productos
que sirven como nutrimentos o Inhibidores & otroa organiamos. La

- leche es en general uns buena fuente de minerales sin embargo,
algunos como el cobre, zinc, magnesio y hierro sdle se encuentran
en cantddades peguefas; su adicidén al alilmento favoreee el
desarrollo de muchas bacterias, entre ellas las de los fermentos
ldcticos, inhiblendo algunas especies de Pseudompnas al unirse a

la lactoferrina. Existen, por ejemplc otras bacterias ldcticas
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que encusntran en la leche la mayor parte de las vitaminas B gue
necesitan para su desarrollo (6)(105)(147).

La leche posee propiedades inhibiterias neturales, como
resultado de la presencia de compuestos bacteriostdticos gque
permanecen aun después de dos o tres horas posteriores al ordefio.
Estos son mds actives en leche a tempsratura ambiente que en
leche refrigerada. Estas sustancias son termoldbiles siendo las
principales las lacteninas (aglutininas Yy lactoperoxidasas)
(145).

1.4.4.1 Flora microblana. La flora propia de la leches
consiste principalmente en micrococos no patégenocs de lenta
reproduccidn, sin embargo antes de ser pasteuricada puede
contener organismos que provoguen su descomposicidn, la mayoria
de los cuales son de naturaleza paleréfila. En el cuadro 8 ae
mustran los principales grupos microbianos en leche Ifresca
(115)(128).

1.4.5 Alteraciones, defectos y contaminaciones. La leche es
un  alimento muy perecedsro y de fdecil contaminacicn. La
inadecuada pasteurizacién, la deficiente higiene de la planta
industrial o el mantenimlento de altas temperaturas despuds de la
pasteurizaciébn, pueden facilitar la presencia de elevados
recuentos. de microorsanismos en leche pasteuricada. Ademds, puede
contaminarse principalmente con microorganismos procedentes de:
plel del animal, manipulacicn del personal, el adre y utensilios
empleados en su manejo.

Se ha observado gque el contenlido de bacterias. de la leche
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oruda puede ser mayor cuando los animales productores se
encuentran afectados de mastitis; tal es el caso de la presencia
de Staphvlacoccus aureus en Ileche cruda. Esta puede estar
contaminada también con diversos microorganismos patdégenos para
el hombre como micobacterias tuberculosas de tipe bovino,
salmonellas, brucellas y estreptococos procedentes de animales
enfermos (106). Debe tenerse en cuenta que el alimento es
susceptible a contaminaciones posterliores a su obtencidén, durante
su pracesade e industrializacidn. Debide a la diversidad de
fuentes de contaminaelidn, una higiene y buenas practicas de
manejo son esenciales para evitar pérdidas considerables en la
industria lechera (112)(145).

En la leche recién ordeffada existen alguhas sustanclaes
inhibitorias como las aglutininas y lactoperoxidasas, sin embargo
en ocasiones no son suficientes para detener el crecimiento ¥y
desarrcllo de los microorganismos (45)(115).

Contaminaciones de eate tipo no son las Unicas alteraclones
¥ defectos que puede presentar la leche, existen otras como:

1} Acidificacién y cuajado por accidn de bacterias lécticas, gue
ae ve favoreclda cuande la leche cruds pernanece largo tlempo a
temperatura ambiente antes de ser tratada térmicamenté.

2) Olor desagradable provocado por la produccicn de gas formado
por a&lgunas bacterdas principalmente del género Clostridium 3
Baclllus. Puede ser causada tvambién por oxidacién de deldos
grasos no saturados e hidrélisis de glicerina.

3) Sabor amargo debido a la hidrélisis de las proteinas ldcticas
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por acecidén microbiana, esta protéolisis se ve favorecida por el
almacenamiento & temperaturas bajas, destrucclon~ de gérmenes
ldcticos por calor y neutralizacién de los decidos por los

metabolitos de otros micreoorganismos (892).

1.4.6 Situacion actual en la industria lechera en México. En
México el problema de la leche como alimento bdsico este centrado
en Ja Jdnsuficiencia de su produccion para abastecer las
necesidades, hecho gue ha colocade al pais como el primer
importador de leche en el mundo.

Cabe sefialar que a pesar de gue la produccidn de la leche ha
aumentado e JIncluse existen cldertos estados de la Republica
Mexicana que son autosuficientes rebasando en ocasiones los
reguerimientos de autoeconsumo, el crecimiento demografico ha sido
bastante alto (cuadre &), por lo gque balancear la disponibilidad
de leche para cubrir dicho dincremento no ha sido posible
(25)(64).

Durante 1986, existieron excedentes de ocerca de 1384
millones de lltros de los cuales algunos fueron canallzados a
regiones deflcitarias, que en e3e mismo aflo presentaron un
déficit de 2154 millones de litros.

' La producecién lechera durante 1986 fue de 7400 millones de
litros aproximadamente, necesitdndose 9500 millones de litros
para satisfacer las necesidades de la poblacién. En los cuadros
1@ y 11 se observa la produecion nacional de leche de 1970 a 1996

y ' la demanda deade 1891 a 1995 (1)(64).
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Cuadro 8. PRINCIPALES GRUPOS MICROBIANOS EN LECHE CRUDA.

Grupo

Micrococos

Estreptococos

Bacilos Gram (+) no esporulados

Bacilos Gram (-} (incluidos coliformes)
Esporas de Bacillus

Misceldneos (incluidos estreptomicetos)

Incidancia (X del

total de microorganismo)

Jo - 99
o - 50

< 1

Fuente: Robinson, R. K. (1987)
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ARO

1981
1982
1983
1984
1985
1986
18987
1988
1989
19990

Cuadro 9. IMPORTACIONES DE LECHE EN POLVO.

VOLUMEN
{tonelada)

133,200
97,400
97,500

104, 000

134, 000

130, 000

156,500

211,000

252,000

287, 000

PRECIO POR TONELADA
(délares)

1,225
1,180
850
815
744
gee
1,770
2,19
1,895¢
2,000

Fuente: Inst. Nal. de la Leche (1991).
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Cuadro 18. PRODUCCION NACIONAL DE LRCHE DE VACA.

ARO PRODUCCION DE LECHE INCREMENTO EN RELACION
(millones de litreos) AL ARO ANTERIOR (%)
1970 4483. @
1971 4694. 1 4.70
1972 4914.2 4.68
1973 5225.3 6.33
1974 5500. & 5.25
1975 5808.8 5.61
19786 5907.3 1.69
1977 618e.9 4.63
1978 65089. 4 5.31
2979 6641.9 2.03
1980 6741.9 1.49
1981 5856.4 1.70
1982 65923.6 8.98
1983 8768. 4 - 2.24
1984 66866.3 1.35
1985 7172.9 4.55
1986 6373.4 - 9.14
1987 6200.9 - 2,70
19588 7696.4 10,8
1988 8160.2 . S 7.5
1990 8480.0 3.12

Fuente: Inst. Nal. da la Leche {.19.91)
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Cuadro 11. NECESIDADES ESTIMADAS DE LECHE FLUIDA
(millones de litros).

ARO MINIMA MAKNINA
1988 : 8662.3 9568. 3
1887 9888.5 9973.1
1988 9551. 0 10395.@
1989 10138. 4 102089.2
1990 18316.3 le4ze.0
1981 10478.7 10638.8
1992 16646.3 10862.3
1893 10816.7 10090. 36
1994 10988.7 11323.3
18985 11165.5 11561.0

Fuente: Aguirre, E. M. (1989)
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1.5 Yopurt.

La palabra yogurt proviene del vocablo turco "Jugurt”. El
producto original se elabora con leche de vaca concentrada por
calentamiento largo a fuego directe hasta 2,3 partes de su
volumen, se enfria y se aflade una porcién del yogurt del dia
anterior como inéeculo, dejando incubar a temperatura ambiente

hasta la obtencidn de un codgulo firme (125).

1.5.1 Historia de su elaboracién. El proceso de elaboracién
del yogurt es un arte muy antiguo que data de hace miles de afios,
probablemente anterior a la domesticacidén de vacas, cabras y
ovejas; sin embargo, ne fue sino hasta el wsiglo XIX que se
comenzé & estudiar y comprender las diferentes fases de au
produceidén (145).

Ha sido considerado como un alimento sSumamente benéfico para
la salud vy nutricicn humana desde tiempos remotos. El mayor valor
nutritivo que presenta el yogurt sobre las otras leches
fermentadas sSe debe principslmente al elevado contenido de
sélidos ldcteos gque contlene. Es probable gue sea originario del
Medio Oriente, aungue en la actualidad es producido en todo el
mundo, tanto de forma casera como industrial (126).

En los paises del suroeste de Asia y ciudadas de Europa del.
Sur, es un alimente o bebida tradiclonal que puede ser preparada
con leche de kifala, burra, vaca, oveja o cabra (71). Es conocido

con diversos nombres segun el pais (140).



1.5.2 Defipnicidn. El1 yogurt se define como una leche
fermentada, acidificada, con consistencia de gel como
consecusncia de la accién que sobre las proteinas de la leche
ejercen las bacterias ldectlcas, provocando su precipitacién y

posterior coagulacicn (82)(1580).

1.5.3 Fundamentos de su elaboracién. En la manufactura del
yogurt se ajdade a la leche pasteurizada un fermento gque contiene
los microcrganismos necesarifos para transformarla mediante la
fermentacidn de la lactosa, y se 1ncuba hasta alcanzer el grade
de acidez dessado. Las proteinas de 1la leche se ocoagulan y
precipitan deblido a la acidificacion gue provocan las bacterias
ldcticas, slendo el producto fundamental el dcido ldctica.

La industria reconoce por lo general dos tipos principales
de vogurt: estdtico y batido, clasificacién que se basa en el
método de elaboracidén y en la estructura flsica del cosdsulo
(115).

Pueden presentarse problemas en el proceso de elaboraclén

del producto por lo que es precise l1lavar un control de varios
pardmetros:
Microflora: es necesarie eliminar la posibilidad de contaminacién
por microorganismos extrafios & Jlo large de la fermentacion
utilizando  leche de iddnea  calldad bacterdoldgica ¥
convenientemente pasteuricada.

El cultivo iniciador debe tener equilibrados sus

componentes, . va que en el fermento. tras una larga serie de
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resiembras llega a predominar  una egpecie dezaparsciendo
progresivamente la orra.

Temperatura: debe ser constante durante 1a fermentacidn., El
almacenamiento debe  ser en condiciones de refrigeracidn a
temperatura bastante bagja (4-5°C).

Acidez: una acidesz elevada provoca una cuajada de mejor
consistencia y mds sstable que la formada & bajos valores ds

acidez.

1.5.3.1 La leche como materia prima. En general se pusde
partir de leche entera, descremada o parcialmente descremada;
debe e eastar likre de cualguier clagse de antibisticos o
cualguier sustancia inhibitoria de bacterias ldcticas con objeto
de gue los cultivos empleados pusdan desarrollarse sin problema.
Ademds debe tenerse cuidado de que lg materie prima se encuentre
libre de material contaminants como células epiteliales a
leucocitos procedenzes de la gldndula mpamaria del animal que
puedan afectar la produccion del yosurt (45).

La calidad del yogurt depsnde principalmente de 1la leche a
utilisar, asi come de loz &ditivaes, cultivos iniciasdores »
subsecuente maneje del producte. Debido & gue pars la elaboracidn
de ypogurt me ha ntilizado lechs Jde distintas esperiss animal a3,

rueden presentarse variscionss s

los efectos de dichas variacionsys composd cidn de
la leche en uso, o5 preciso recurrir a Jla estandarizacién,

normalizacicon o enrdquecimisnro de la misma.
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Para controlar el proceso de fermentacidén la leche debe ser
tratada térmicamente con culdado antes de ser inoculads, con
objeto de:
~ destruir el mayor nidmero posible de microorganismos.

- convertir la leche en un nutrimente mds adecuado para la
bacteria responsable del proceso de fermentacidn deseado.

- conferir al producto final ciertas propiedades especificas, ed.
la viscosidad dessada (145). En ocasiones la leche sSe mantiene en
ebullicioén por perdodos de tiempo prolongados con la finalidad de
evaporar agua y provocar la desestabilizacion de las proteinas en

clerto grado, contribuyendo asi & incrementar la viscosidad.

1.5.3.2 Estandarizacién de grasa y extracto seco magro. La
preparacicon de la mescla bésica dimplica la fortificacidn y
normalizacién de la leche, esta operacicn involucra el aumento en
la concentracion del extracto seco de la mezcla para consegulr
las  propiedades reoldgicas deseadas en el producto elaborade
(115}, E1 extracto seco se ajusta generalmente entre 12 y 155 des
acuerdeo & la textura deseada, a menos gue existan normas legales
que exifan concantraciones determpinadas.

En el cuadro 12 se resumen los distintos métodos emrpleados
‘de fortificacidn/snormaslizaclon de la mecscla bssica, haciéndose
mencién de las posibilidades gue exizten pPara  aumentar é
disminuir los distintos componentes de la leche.

El método tradicional de concentracidn de la leche ha sido

el ocalentamiento de la milsma. Este consiste en mantener la leche
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en sbullicién hasta reducir su volumen a 2/3 del valor inieial,
provocando ademds otras muchas modificaciones fisicogquimicas
(140@). Aungue el método mds corriente es la adicidn de lsche en
poldvo a la leche liguida, el emplec de la ultrafiltracidén para
concentrar el extracto seco, actualmente constituye una
posibilidad.

En ocasiones puseden adicionarse asustancias como las
mencionadas en el cuadre u otras  como estabilizantes y/o
emulsionantes permitidas por las legislaciones alimentarias
(gomas naturales, modificadas o sintéticas); aczticares y/o agentes
edulcorantes; y conservadores, que ademds contribuyen con otras
caracteristicas en el producto, Cada uno de los Ingredientes
afiadidos a la leche proporciona una propledad funcional diferents
al yogurt, algunas favorables y otras en cambio indeseables. Por
ejemplo, la adicidn de algunos hidrocoloides como carboximetil
celulosa sédica, goma suar o goma de algarrobe, a coucentraciones
bajas del orden de ©0.05%, puede implicar una desestabillzacién de
lag micelas de caseins ¥y aungue estas acaban finalmente
coagulando, la matriz gue forman tiene una capacidad de retenclén
de sagua bastante limitada por lo que se presenta una sihdregls

evidente (1@9).

1.5.3.8 Homogenizacidén. Literalmente la honogenizacién
congiste en la formacién de un’ emulsldn homogénea de dos
liguidos inmiscibles. En el caso del yogurt, la emulsién es una

ﬁipica de la categoria aceite  en agua, por lo que la grasa
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presen’t:a una clara tendencia a separarse formando una capa
superficial (especialmente durane el periodo de Incubscidn). Con
objeto de evitar este fendmeno, la mescla se somete a un proceso
de mezclado a alta velocidad, esto es la leche es forzada a pasar
a través de un peguefio orificio a elevada presién (115).

Generalmente la homogenizacidén se lleva a cabo a $5°C y a una

presicn de 200 atm, aungue existen ocasiones en que se utilizan

temperaturas mds elevadas y presiones menores (65°C, 156 a 200
atm) (145).

La importancia del proceso de homogenizacién se puede
ohservar en el cuadro 13, en donde se nuestran los principales
cambios fisicoguimicos que sufre la leche destinada a la

fabricacién de yogurt (139}.
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Cuadro 12. ALGUNOS METODOS DE FORTIFICACIO/NORMALIZACION

MATERIAS
PRIMAS

Lache entera
liquida o

Leche descre-
mada ligulda

Leche en polvo

DK LA LBCHE.

PROCESO/ADICION

Evaporacion

Leche en polvo
Leche descremada
en polvo

Masada en polvo

Casedinato

Suero de queso en
polvo (desecado por
nebulizacidn)

Leche entera eva-
porada

Leche descremada
evaporada

Leches concentra-
das (ésmosis in-
versa)

EFECTO PRINCIPAL
EN LA LECHE

Aumenta todos los
componentes

Aumenta todos los
componentes sélldos

Aumenta el extracto
3600

Aumenta el extracto
seco y fosfolipldos

Aupenta 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
componentes adlidos

Las leches entera y descremada en polvo pueden
reconstituirse hasta un extracto seco predeter-

minado o bien hasta,

los corregpondientes & las

leches liquidas, fortificdndolas ¢ procesdndo-

las como antes.

Fuente: Robinson, R.
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Cuadro 23, NDDIFICACIONES DERIDAS A LA HONOGEXIZACION DE

EFECTD DE LA ROSOEERIIACION

Ausento de
Yiscosidad

Aebividad yantor-oridass
Bolur [2ds Elancok
Lipslisis

fe2cia correcta
Sontesido en fosfolipides

forratidn de espuba

Dissinutldn de
Tasaio de los gishylas prasss

Sabor oxidude

istabifidad do las proteimes
Lolutinaciin ¢ f2e0na
ascersicral efective

Caseis: presezte br Iz fast
56 gresd

Sinéresiz

L4 LECHE DESTINADR A LA FABAICACIAK DF YOGURY.

EODIFICALIORES QESERVADAS £X EL YUGURT

Reduccion dul tavafe de Jos glédules grawes y aumenfe d: la adserciér se-
bre lei aicelaz dx cavedra, Jo que Jeberrici vp aurentc del rolurer total
efective de sustancias er "susprasian’,

Dedide ¢ la descrgarizecids S8 Jo sexbrana ded glabulo grase que rostient
sproairecarente la artad 4: Ja actividad cezindtica presente er s loch:,

€1 sererte Sel nixpre de glodulos grasos awveats la refiexisn y ¢Eigersisn
de {3 lere

Se odserva ub aurarte de da superficie total de grasa expuests @ Is ateddn
de las lipasas, (& destruceian dp I3 wenbraes del glabulo grase puede av~
venter ol grado gz lipalizis debrdo & los cultivoer pitdrter,

Especialuente i i ieche &5 enrjquesida <or Jeche en pelve,

Debide ab sfecto fisico se apraciz up sayger grade 2 transferencia de sate~
tiai de spybrana a 13 lecke dessatada,

Debido a Is nayer comceatracisn de fosfalipidos en [a fase wo gresa d¢ 3
leche o] bexbeo ée fe zizae puede dur legar @ la forsacisn de ezpusa on
los tanques de {acudacioa.

Su diseimuiién evita ls fossatisn de 1a Lined d2 natz €v ¢ yogurt, aspe-
cizlagnte durinte ia imtubeciin

Pebide 2 {2 vigracisr de fosfolipidor @ la fasy ne grave de fa Jeche y 3 03
forageidn de gosprestos cov grupes sulfhidrilo que aetdan core antioaidan-
tes. Posiblenente s la desnaturalizacion de proteinas del lactosvere o que
pervite Ia expesizidr de gropos §F aetes ecultes,

Se observar taebies er las interaccionss prodeipa-proteyng debides ev sitle
@ cierto gredo e deszaturafiracidn v & vodiTicaciones ée equilibric salinn,

Disaivoye la agloveracién de glibilas greses dodide a ls adioveion dv lis vi-
celas y subzicela: de caséiza sobre fos glédeles grases.

fe exserey uma trassferirtis parcial desde la fase no grigy far1ando ori age-
va ¥E35rane adrededor d fos pejuetes gladrlos grazes aparecians,

Aueerts [y hidrofodicidad y capacidad de retencin de agua dedido a [as casei-
ngs que ferean parte dv Ja aenbrans del glébalo grase v 8 otras interacciones,

Fuente: Tamine y Deeth (1980)
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1.5.3.4 Tratamiento térmico. D¢ acuerdo con Stogards, las
condiciones dptimas del tratamiento térmico previo al gue se
somete la leche para elaborar yogurt, son 80-85°C por un tiempo
de 36 minutos, sin embargo 8ste puede variar alcanzando incluso
temperaturas de esterilizacidn, 126°C durante 5 minutos (137).

A pesar de que el Impacto del tratamiento varia con las
condiclones empleadas, los efectos de éste son fundamentalmente
los mismos:

1. Reduccién de carga microbiana inocua y patdgena de la leche,
encontrdndose por tanto el cultivo iniclador con una competencia
menor de microorganismos adventicios.

2. Producclion de factores estimulantes o Iinhibidores de los
cultivos iniciladores del yogurt:

(a) estimulacién del cultive iniclador en leche tratada a 62°C
durante 30 minutos & 72°C por 40 minutes.

(b} inhibicidén del cultivo ldctico en la leche sometida a un
calentamiento entre 72°C/45 minutoes y 82°C/10-12 wminutos o
96°C/1-45 milnutos.

(c) estimulacién de los cultivos iniciadores en leche calentada
a 90°c durante 660-180 minutos y en la tratada en autcclave a
120°C por 185-30 minutos.

(d) inhibicién del iniciador en leche sometida a tratamiento en
autoclave a 120°C durante mds de 30 minutos (51).

Este ciclo de estimulacién - inhibicién - estimulacidn -
Inhibicldn es debido a Jlos cambios experimentados por las

proteinas del lactosueroc y puede ser reproducido mediante adicidn
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de proteinas del lactosuero desnaturalizadas ¢ de clorhidrato de
cisteina. El paso de una fase dsel ciclo a otra, en respuasta &
diferentes tratamientos térmicos, es consecuencia de la
liberacién de  compuestos nitrogenados  desnaturalizades. A
concentraclones de cisteina afiadida de 0.15-0.20 mg/ml o de 10-20
ug/ml  aumenta el nimero de grupos SH que quedan libres tras el
calentamiento. Esta sustancia actia como Tfactor estimulante en
leche cruda y sometida a un calentamlento suave, pare cuande el
tratamiento térmico es Intenso estas mismas concentraciones
acotuan ecomo inhlbidoras. De manera general podria decirse gque la
adicién de cisteina, glutato o tloglicolato y la eliminacién del
oxigene determinan un efecto estimulante; la inhibicidn se debe a
un exceso de concentracién de cisteina en la lache, acompafiade de
un incremento de los compuestos sulfurados voldtiles; el segundo
ciclo de estimulacidén se debe a la disminucidn de la
concentracién de compuegtos sulfurados téxicos como resultado de
un intenso calentamiento o quizds a la formacldn de decido férmico
(81)c118)(148e).

3. Cambios en las propiedades fisicoguimicas de los componentes
de la leche:

(a) Existe una disminucidn en las propiedades hidrofilicas de
los complejos caseina/RB-lactoglobulina, lo cual puede tener un
efecto no deseable sobre la calidad del yogurt, aumentando
posiblemente la tendencia a la slnéresis.

(b) Hay uﬁa desnaturalizacién de las protefnas del suerec

(albiminas 'y globulinas) ¥ una agregacidn de las - molsculas de
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caseina que forman uns red tridimensionsl. Dicha red retiene las
rroteinas del suero Yy subsecuentemente el codgule del yogurt
obtenido se hace mds viscoso.

fc) Durante el tratamiento térmico las proteinas ldcteas sufren
cierto dafic y sus productos de degradacidn estimulan la actividad
del iniclador.

(d) El ecalentamiento de la leche puede afectar el estade de las
sales en la leche, especialmente de caleio, fosfate, citrato y
magnesio.

(e) Existe una pérdida de vitaminas termoldbilies Bs, Fiz y C en
los diferentes tratamientos térmicos a los que es sometida la
leche, sobre todo cuanda éste es intenso. La presenclia de ocxigeno
disuelto aumenta notablemente la destruccién de estas vitaminas
(52).

En general, .ze puede decir que el tratamiente teérmico
modifica las caselnas de forme que el gel gque originan al
precipitar a pH 4.6, es diferente al de la Ieche no tratada
térmicamente. En la leche cruda, la cfase.i.na precipita formando
agregaciones o racimos, en Ios cuales las proteinas estdn
desigualmente respartidas, lo gque dificults la inmovilizacién del
agus, el codgulo es mucho mis floJjo.

En la leche tratada con calor, las proteinas forman una red
gue es capazs de inmovilizar el agua en el interior de sus mallas.
El codgulo resultante es firme y tiende poco a la sinéresis. En
esta red mediante el microoscopio electrdnico, .se ha observade

que los microorganismos ldcticos ocupan una especie de huscos o
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espacios vacios, de modo gque las cepas productoras de yogurt y
sobre todo las filantes se anclan en ellos por medio de cadenas
de polisacdridos que se unen a las proteinas (116).

Ademds, el yogurt preparado con leche calentada presenta una
Tfermentacion mucho mds corta, debido a los factores estimulantes
como: la aparicion de deido férmico, producto de la
descomposicicn de la lactosa y la reduccicn en el nivel de
oxigeno, Nz, y CO0z disueltos en la leche. La leche almacenada en
frio suele estar saturada de oxigeno, un contenido superior a 4
mg/Kg produce un estancamiente en el desarrollo de las bacterias
dal yogurt despuss de un clerto tiempo, que depende de la

temperatura de Incubacicn y el contenido de este gas (11).

1.5.3.8 Proceso de fermentacidn. Las transformaclones gue se
producen en la leche o sus derivados por la geceion de
mieroorganismos son miltiples y complejas, ademds de que pusden
ser clasificadas en varios grupos. En el caso del -yogurt la
fermentacién gque se lleva a cabo es de tipo ldectico, en la cual
el sustrato principal es la lactosa que se transforma en dcido
ldctico en un 20X solamente. La flora lsctica se adiciona en
forma de cultivos puros o mixtos obtenidos en un medio preparado

con leche descremada.

1.5.53.5.1 Importancia de cultivos 1dcticos: Straptocacous
thermophilus y Lactebagillus bulgaricus. Desde hace mucho tiempo,

se han  atribuido  a  los productos licteos fermentados
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aspecialmente al yogurt, algunas propiedades nutritivas,
madicinales y terapguticas, entre otras. Sin embarso, las
caracteristicas mds apreciables e importantes de estos productos
son sin duda alguna su sabor y textura {(6).

El uso de bacterias ldecticas en la produccién de alimentos
presenta un beneficio adicional, al inhibir o inactivar algunos

microorganismos capaces de causar descomposicidn o Intoxicacidn

(120).
Las bacterias, Lactobacillus hulgaricus y Strepfococous
thermophiliys en relacidn sinergista, se emplean en la manufactura

del yogurt. Son capaces de Inducir una Zfermentacidn Ildctica
(148).

Lactpbacillus bulgaricus es una  bacteria ldetica
homofermentativa que sSe desarrolla dptimamente entre 45 y 58°C
acidificando fuertemente el medio. Es capaz de formar hasta 2.7%
de deddo ldetico en leche. Streptosoocus thermophilus se
multiplica bien a temperaturas entre 37  y 40°C, pero tamblén
puede degarrollarse a 50°C. Es una especie homofermentativa
termorresistente gue sobrevive a calentamiento de 65°0 durante 30

minutos (147).

Las cepas se seleccionan de acuerdo & 6 paprdmatreos
principales: temperatursz de crecimiento, actividad, produccidn de
sustancias aromdticas, variabilidad de las cepas, viscosidad de
loé cultivos y sensibilidad a los fagos (50).

El papel desarrollado por los cultivos Ildeticos en la

el horacion de vogurt es:
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19 Contribuyen en la produccidn de deido ldctico como resultado
de la fermentacidn de lactosa; el dcide ldetico imparte un sabor
deddo, fresco y distintivo durante la manufactura de leches
fermentadas.

20 Ayudan a la produccidn de compuestos voldtiles (ed. diacetil
v acetaldehide) los cuales contribuyen al sabor de los productos
ldecteos.

3¢ Tienen una actividad proteolitica o lipolitiea,

49 Pueden producirse otros compuestos, por ejemplo alcohol.

52 La condicidn dcida en estos productos ldeteos previene el
erecimiento de microorganismos patogenos, asi como de organismos
de descomposicidn. .

Estas bacterias ldcticas solamente obtienen energia por
medio de la fermentaclién de carbohidratos. ILa lactosa es el
azdcar mayoritario de la leche, aungue también se puede encontrar
glucosa y galactosa, que son el resultado de su hidrélisis.

Los microorganismos ldcticos también son capaces de llevar a
cabo cierta proteélisis. Tienen enzimas proteoliticas especificas
en su acecidn (péptidohidrolasas), capaces de catalizar la rupturs
de cadenas peptidicas que son muy nunerosas (140).

Al comienzo de la elaboracién del vogurt, el pH de la leche
favorece la proliferacién de estreptococos, que al predominar
ponen en marcha la fermentacicdn ldctlca. La accidn caseolitica de
lactobacilos estimula el desarrollo de éstes. Sin embargo al
pralongar la acidificacién, el pH de la leche se vuelve poco

favorable para astreptococos y progresivamente van siendo
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reemplazados por lactobacilos (115).

Por otro lade, Jla tesis general gque sostiene gque L.
huldaricys libera aminodcidos que estimulan el desarrcllo activo
de 8. thermophilus, es universalmente aceptada. Existe asimismo
una 2relacidén simbiética Jinversa, ya gue el crecimiento de L.
bulgaricus bajo condiciones de anaerobiosis se ve estimulado por
un  factor originade por la actividad metabdlica de K.
thermophilus, gque es similar o puede sustituirse por el dcido
férmico.

Otro factor Jimportante para el buen desarrollo de 1las
bacterias ldcticas es la temperatura & la que se incuben los
cultivos a ser utilizados en 1la elaboracidén de yogurt. Se
recomienda usar de 40 a 42°C ya que representa una media entre
los dptimos metabélicos de ambas especles, por lo gue a esta
temperatura sSe alcanzard une relacicén 1:1 entre la poblacién de
las dos bacterias ldcticas. Mientras la temperatura de 45°C es la
éptima para la produccién de deido ldctico por la mayoria de las
estirpes de L. bulgaricus, 39°C es la temperatura gue prefisre S.
thermophilug (115)(126)(148).

Es necesario asegurar un crecimiento equilibrado de ambas
especles porgue otros metabolitos distintos del delde ldetico gtie
son importantes para el sabor y aroma del yogurt son producidos
por estas dos cepas.

Existen algunos factores gue pueden influir en la rglacidn
simbictica de estas especies, como los sdlidos totales y el

tratamiento dado a la leche. El porcentaje de sélidos no grasos,
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presencia o ausencia de grasa y la concentracién de sales
minerales pueden Intervenir también en los nlveles de produccidn
de deido por los microorganismos y en el sabor y aroma
desarrollados (89).

En el cuadro 14 pueden observarse las caracteristicas

morfolégicas de 8. thermorhilus y L. bhulgaricus.

1.5.3.5.2 Modificaciones en la  leche durante la
fermentacién. La acldificacidén puede I1legar & provocar la
coagulacion del producto si el pH desciende hasta el punto
isoeléctrico de las caseinas. La actividad proteciitica de la
flora y la produccidén de metabolitos secundarios, dan a los
productos fermentados sus pecullares caracteristicas
organolépticas y texturales.

Durante la elaboracidn del yogurt, la leche una vez sometids

al tratamiento térmico se enfria a8 la temperatura de dincubacidn

del cultive ldctico (Streptocogous thexmophilys y Lactohaclllug - -

bulgaricus}, tenfendo lugar entonces la fermentacidn, por lo
general a temperaturas entre 4@ y 45°C, condiciones déptimas de
crecdmiento del cultive mixto. Este proceso bioldgico debe
llevarse & cabo bajo condleiones controladas en tangues
incubadores y fermentsdores especiales (140).

Independientemente del tipo de yogurt seleccionado (batldo o
tradicional), las reacciones bioguimicas responsables de. 1la
formacidn del gel/codgulo son exactamente las mismas.

A lo largo del proceso de fermsentacién existen clertas
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modificaciones fisicas y quimicas de la leche gue contribuyen de
manera directa a la formacidén del gel:

1. La produccién gradual de dcido ldctico por la fermentacién de
la lactosa comienca a desestabilizar los complejos de caseina-
proteinas desnaturalizadas del lactosuero. por sclubilizacion del
fosfato de calcio y de los cltratos.

2. Los agregados de micelas de caseina y/o0 las micelas aisladas
se van asociando y coalescen parcialmente a medida gque el pH se
aproxima & su punto isoeléctrico, es decir 4.6 - 4.7.

3. Es probable gue la intersccidn alfa-lactoalbiimina/beta-
lactoglobulina con la kapa-caseina a través de los grupos SH con
la formacidén de puentes disulfure, proteja parcialmente a las
micelas frente a una compleja desestabilizacidn o ruptura, por lo
que la red del gel o matric queda form&/da por una estructura
regular que atrapa en su interior al resto de los componantes de

la mezcla base Incluyendo la fase acuvosa (115)(1163(149).

1.5.38.5.8 Recuento, ailslamiento e didentificacién de los
cultivos lgeticos. Debido a la Importancia de mantenar un
equilibrio entre bacilos ¥ cocos, axigte la necesidad de emplear
técnicas gue permitan determinar las proporciones relativas de
ambos microorganismos (84).

Existe una gran variedad de caldos 3 medios de culﬁivo para
la cuantificecidn y/¢ diferenciacidn de las bacterias dcido
ldecticas, lo cual indica las dificultades existentes para su

aislamiento. Esto ae  debe principalmente a las complejas
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exigencias en cuanto a los componentes nutricionales regueridos
por estos microorganismos. Dichos compuestos van desde
carbohidratos, factores presentes en hidrolizados diversos, hasta
determinadas vitaminas, aminvdeidos, bases puricas o pirimidinas,
asi como lones orgdnicos (85).

Streptocoecus thermophilus es un estreptococo muy dificil de
cultivar ya que necesita de diversos ractores estimulantes para
su crecimiento, vitaminas como el dcido pantoténico, riboflavina
y biotina. Ademds, reguiere de peguefias concentraciones de calcio
y disacdridos como la sacarosa y la lactoss (2)(84).

Lactobaclllus bulgsricus es un microorganisme muy inestable,
el principal factor estimulante para su corecimiento es la
riboflavina (127).

Otro factor Iimportante para el aislamiento de estas
bacterias son las condiciones de incubacidn y el pH del medio.
Por ser anaercobios facultativos y no poseer sistema de citocromo,
su desarrollo es mejor en atmdosferas reducidas de G0z, gue pueden
ser suministradas por Nz + COz o por Hz + (Dz en ausencia de Oz,
La mayoria de las cepas son acidiricas y ol pH o6ptimo para su

desarrollo se encuentra entre 5.4 y 6.8 (123).



Cuadro 14. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE GULTIVOS LACTICOS.

CARACTERISTICAS 8. thermophilus, L. bulgaricus
(Agar de Lee) {Agar MRS)

Color Amarillo Beige

Tamario 4 mm 5 mm

Farma Redonda Redondsa

Bordes Irregulares Irregulares

Elevacidn Céncava Plano-céncava

Aspecto Hiimedo Himeado

Consistencia Butirosa Butirosa

Luz transmitida Opaca : Opaca

Luz reflejada Brillante Brillante

Gram Cocos gram (+) - Bacilos gram (+)

Fuente: Buchanan y Gibbons (1975)

70



1.5.3.6 Enfriamiento. Proceso decisiveo en la produccidén de
vogurt ya que permite controlar el nivel de deido ldctico
producido al reducir la actividad metabdlica del cultivo
inieiador. El enfriamiento comienza immediatamente despugs de
alcanzar la acidez 6ptima en el producto, es decir a un valor de
pH aproximade de 4.6 o una concentracidn de decide ldctico de 0.9%
(118)(140).

Puede llevarse a cabo en una o dos fases. En ol primsr caso,
el codgulo se enfris directamente desds la temperatura de
incubacidn hasta temperaturas inferiores a 10°C antes de efectuar
la adiclon de los ageptes aromatizantes y al envasads del
producto. FEn el enfriamiento en dos fases, durante lg primera
parte del proceso se reduce la temperatura del codgulo de 30-45°C
a 15-20°C, antes de afdadir los aromatizantes y de envasar el
producto; la segunda fase ze realiza en camaras de refrigeracion,
en donde el yogurt se enfria hasta tempera&turas inferiores & 18°C
(140)(145).

Cabe seffalar que el enfriamiento del yogurt comienza a
valores de pH relativaments altos y gue por tanto la velocidad de

éste, lenta o rdpida, condiciona la acidez final del producto.

1.5.3.7 Envasado. Faine (897), definid el objetivo del
envasado de la siguilente manera: "El envassdo es una forma de
asegurar la distribucicn del producto hasta el consumidor final
en adecuadas condicjones y con un minimo costo”.

En general, los materiales gue estdn en contacto directo con
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los alimentos debsn sar atdvicos y quimicamente inertes. For

4

ello, los pldsticos son ampliamente usados en la industria ldctea
¥y debido a la naturaleza deida del producte, el material mds
adecuado para las tapas son las ldminas de aluminio o los

materiales pldsticos para sistemas de fdcil apertura {(36).

1.5.3.8 Almacenamiento. Un almacenamientoe adecuado debe
ratardar las reacciones bioguimicas y bioldgicas que se llevan a
cabo en el producto. Lo anterior permite conservar lz calidad del
producto hasta vardias semanas después de su fabricacidn (140),

Durante las primeras 24-48 horas se ohserva upna mejora en
las  caracteristicas del codgulo como consacuencia pripncipalmente
de la hidratacicén y/c estabilizacidn de las micelas de caseina

(118).

1.5.4 Contaminaciones del producte. La calidad de un
producto puede definirse en Ffuncidn de un gran npimero -de
eriterios, Incluyendo por ejemplo caracteristicas Ifisicas,
quimicas, micrabioldgicas, nutricionales o sencillamente su
aceptacdion por los consumidores. Asi, la microflors dal yogurt
por dafinicidn, se limita & las especles bacterianas Inoculadas

durante su fabricecidn considerande como “contaminacion” el resto
{40).

Debido a qua la leche ez la materis prima rundamental para
la elaboracion del yogurt, las caracteristicas organolépticas )

calidad microbioldgica del producteo final dependerd en gran parte

~1
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da la composicion y condiciones sapitarias de ésta (118).

La calidad higiénica de este alimento debe estar
constantemente controlada por lo cual es necesarico verificar cada
una de las materias primas a utilizar, asi como tener control de
los procesos durante la elaboracicn dsl yogurt (45).

Los microorganismos gue con mayor frecuencia llegan a
encontrarse en este alimento son mohos, levaduras y bacterias
coliformes. Su  presencia afecta de forma sustancial las
caracteristicas organclépticas J la higiene del producto (1£1).
Algunas bacterias proteoliticas pueden desarrollarse cuando los
fermentos ldeticos estdn Inactivos, dando lugar a la formacidn de
un codgulo deficiente ¢ a la aparicién de sabores y aromas
extrafios.

Por otra parte es conocido el heche de que la naturalese
dcida del yogurt y las condiciones de conservacidn en las que
tienen lugar su comerciallsacidn reducen en forma sisnificative
el grsde de desarrolle de algunos microorsanismos contaminantes.
Sin embargo, estudios realissados por Garcis'y colaboradoras (48),
Jeflslan gque micreorssnismos potencialmente patdgenos como S.

aur=us y E. eoll fueron encentrades en vogures comerciales.

1.5.5 Norma microbiol6gica. El producto objeste de ssta norma
se clasifica en tres tipos y cada uno comprende tres subtipos de
acuerde a su compasicion y un sélo grado de calidad (94).

Tipo I. Yogurt o Leche bulgara natural.

Tipo II. Yogurt o Leche bilgara con fruta y aromatizado.
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Tipo IIT. Yogurt o Leche bilgara aromatizado.

Subtipo A:; De leche entera.

Subtipo B: De leche parcialmente descremada.

Subtipo C: De leche descremada.

El yogurt o leche bilgara en sus tres tipos, tres subtipos y
tinico  grado de calidad debe ocuwmplir con las sigulentes
especificaciones sensoriales:

- Color: Uniforme ¥ caracteristico del producto.

- Olor: Debe ser agradable y caracteristico del producto.

~ Sabor: Acido, agradable y caracteristico del producto.

- Consistencia: Debe ser firme o batido yr con la visecosidad

caracteristica del producto.

El praducto objeto de esta narma no debe contener
microorganismos patdgenos, toxinas microbianas e inhibideres
mierobianocs, ni otras sustancias téxicas gque puedan afectar la
salud del consumidor o provocar deterioro del producto.

Las especificaciones gquimicas, -fisicas y microbloldgicas
regueridas por la Norma Oficial Mexicana para el yogurt, se

encuentran resumidas en los cuadros 15, 16 y 17.
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Cuadro 15. ESPECIFICACIONES FISICAS Y QUIMICAS PARA EL YOGURT.

ITPOS I Y III.

SUBTIPO ¢

Min.

0.8
3.6

ESPECIFICACIONES SUBTIPO a SUBTIPO b

Leche entera  Leche parcial-
mente descremada mada

Min. Mdx. Min, Meéx.

Grasa (&) 2.5 - 1.8 -

S6lidos no grasos

de leche (%) 10.5 - iz.e -

Acddez en deldo

ldctico (X) 8.8 1.8 0.8 1.8

Proteina (X) 3.2 - 3.4 -

Humedad (%) - 57 - 57

pH < 4.5 < 4.5

Leche deacre-

Mex.

a.5

< 4.5

Fuente: Norma Oficial Mexicana (1933) -

75



Cuadro 16. ESPECIFICACIONES FISICAS Y QUIMICAS PARA EL YOGURT.

ESPECIFICACIONES

Grasa (%)

Solidos no grasos

de leche (X)

Aclides en dcido

ldetico (X)
Proteina (X
Humedad (%)
PH

TIPO II.

SUBTIPC a

Leche entera

Min.

2.0

Mdx.

SUBTIPO b

Min, Mex.
2.8 -
8.6 -
6.8 1.8
2. -
- 78
< 4.5

Leche parcial-
mente descremada

SUBTIFPO c
Leche descre-
mada

Min. Mx.
- 0.4
16.9 -
0.8 1.8
2. -
- 78
< 4.5

Fuente: Norma Oficial Mexicana (1983)
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Cuadro 17. ESPECIFICACIONES MICROBIOLOGICAS PARA KL YOGURT.

Bacterias ldcticas viables - minimo ~--—-=c=w~e- 2,000,000 UFC/g
Organismos califormes - MEAXIMNO  mmemm————— 10 UFC/g
Honges - maXing  em—m—mes—ee 1¢ UFC/g
Lesvaduras - mEXImME  —e———— e 10 UFC/g

Fuente: Norma Oficial Mexicana (1983)
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1.8 JUSTIFICACION.

México es un pais deficitarioc en produccidn de leche, en tal
magnitud gque se ha colacado como el primer importador del munda;
a pesar de que su produccidon ha aumentade, el crecimiento
demogrdfico ha sido mayor, de manera gque un equilibrio no ha side
posible.

Un contaminante microblioldgico relevante eon leche, es
Pracisamente 8. awraus. agente etiolégico responsable del mayor
mimero de los brotes de intoxicaciones alimentarias ocurridas en

xico durante los ultimos affes.

Existen informes que aseveran que S. aurceus se destruye bajo
lag econdiciones de pasteurizacidén de la leche; sin embargo,
estudios recientes han demostrado gue aun despuds de aometer la
leche a procesos gque provocan estrés en sus células, S. aureus es
capaz de sobrevivir y reactivarse en la elaboracién de derivados
ldeteos, va que sdélo he sufrido un daffo subletal. Este hecho se
ha comprobado mediante la detececidn de este microorganisma en
leaches sometidas s deshidratacidn, tal ha side el caso ds algunas

leches de importacion.

Por lo anterior se propone un éstudio de los efectos aque
zabre. la viabilidad y capacidad entercotoxigénica de 8. =
ejercen las condiciones combinadas de temperatura-acidez

involucradas en el procesc de elaboracién de yogurt.
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CAPITULO I1I.

OBJETIVO

- Comparar el desarrcllo y capacidad productora de

enterotoxina A, de Staphvlocoenus aureus con y sin

dafio subletal durante la elaboracidn del yogunrt.
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracterizacidén de la Cepa de 5. aAureus.

Este trabajo se realizé con wuna cepa de K. aureus FRI-109
productera de enterotoxina A, proporcionada por el Dr. Merlin 5.
Bergdoll del Food Research Institute, Universidad de Wisconsin-
Madisor, USA. La caracterizacidén se llevd a cabo mediante las

pruebas bioguimicas mencionadas a continuacidn.

3.1.1 Observacion microscdpica. La agrupacidén de cocos gram
rositivos en forma de racimos irregularss es tipica de L. reus
por lc¢c gue & una asada de un cultivo puro de 24 b de incubacion
en caldo lactosado se le aplicé la técnice de tincién de Gram y

s5¢& realizc su observacion al miecroscopio (26).

.3.1.2 Morfalogia colonial. Un indculo de 8. aureus se sembré
por estria crusada en agar BHI y agar Bsird-FParker, despuss de 2

h a 37'0,' se leyé la morfologia de las colonias alsladas.

3.1.3 Prueba de termonucleasa. Para realizarla, en una caja

Detri se colocaron 6 ml de agar DNasa fundido; una vez
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solidificado se hicieron perforaciones de Z mm de didmetro. Un
cultive puro de S. aursus en caldo lactosado se calentd en bado
maria a 90°C por 15 min, se tomaron porciones del mismo con una
pipeta pasteur y colocaron en los porzos. Las cajas con el indculo
se Incubaron durante 4 h a 37°C en cdmara hiimeda. Fara revelar se
utilizé wuna solucién IN de HCl de manera que cubriera la
superficie de la caja. La aparicién de un halo clarp alrededor

del pozo se considerd come prueba positiva (77)(81).

3.1.4 Prucba de coagulasa. En un tubo de ensayo se colocaron
8.5 ml de plasma humano o de conejo y se afadieron ©.5 ml de un
cultivo puro de & aureus en caldo lactesado de 18-24 h de
incubacidn. El tubo se giré suavemente para lograr la suspension
¥ se sumerglié peosteriormente en bafo maria a 37°C. La formacién
de un  codgulo al cabo de 4 I de dincubacidn se considerd como

prueba positiva (37)(81)(107).

3.1.5 Prueba de catalasa. Sobre un porta objete con una
colonisa de cultivo puro de 18-24 h de S. aureus, se adiciond una
gota de peréxido de oxigenc al 3%. La formacidn casi inmediata de
burbujas de oxigeno (liberacidor de gas), indica si la prueba es

positiva (81)¢107).

3.1.6 Ferwentacidén de azidcares. Varios tubos conteniendo.
caldo base rojo fenol y cada uno de los siguientes azicares:

manitol, glucosa, lactosa y sacarosa, fueron inoculades con una
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asada de un cultivo de 24 h en calde lactosado de 5. i, Se
incubaron & 87°C durante 24 h, El1 vire del lndicador rojo de
fenol a amarillo represents la fermentacién del aziear

correspondiente (81)(117).

3.1.7 Reaceidén de Veges-Proskauer. Prueba que permite
observar la sintesis de acetilmetilcarbinol (acetoina) & partir
de la fermentacidén de glucosa; el resultado se detecta mediante
la variacion del reactive adicionado al medio de crecimiente

(81).

3.1.8 Motilidad. En un medio semisélideo espacifico,
sulfhidrico indol movilidad (SIM), se sembré por picadura una
asada de un cultivo de S. aureys. El crecimiento del
microorganismo solamente sobre la linea de picadura indica la

ausencia de movilidad (81).

3.1.9 Produccién de enterctoxina. Se indujo la produccidn de
entrotoxina tipo A para comprobar su Sintesis por la cepa
seleceionada para lo cual se empled la técnieca de celofdn
degeriza a continuscion (figura 2):

a, Se recortaron circulos de papel celofén para didlisis y papel
filtro de un didmetro de 9 cm. Se humedecieron en agua destilada
¥ colocaron alternativamente en una caja petri, las gue se
esterilizaron a 121°C durante 15 minutos.

b. Se tomaron 0.1 ml de un cultivo puro de 8. aureus previamente
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incubado en caldo lactosado a 37°C durante 24 h. Se sembro y
distribuyd homogéneamente con una varilla de vidrio estéril socbre
placas de agar BHI, sobre las cuales se habia colocado con
anterioridad una membrana de celofdn. lLas placas se incubaron
durante 24 horas a 37°C.

c. El crecimiento se coseché con 2.5 ml de una solucién
reguladora de fosfatos ©.01 M.

d. Se centrifugé a 3,500 rpm por 30 min. El sobrenadante se
utilizd para la deteecidn de enterotoxina (114).

La técnica inmunoldgica que se usd para detectar la
presencla de la enterotoxina 4, Reversad  Passive Latex
Agglutination (RPLA), tiene sensibilidad de 1.0 pg/ml de muestra.
FPara su reslizacion se llevaron a cabo los siguientes pasos
(figura 3):

a. El ldtex sensibilizado con la antitoxina se agita antes de su
uso para asegurar una suspsnsion homogénea.

b. La preparacidn de la disolucidn control de la enterotoxina se
reallza mediante la adicidn de 8.5 ml del diluyente al frasco que
la contiene en forma lilofilizada.

c. En una microplaca con pozos en forma de V" se colocaron, con
Ja ayuda de una micropipeta, 25 ul del diluyente a excepcicn dél
primero y iultimo pezos en los cuales se adicions 25 ul de la
muestra sin diluir.

d. Se hicieron 1@ diluciones consecutivas adicionando 25 ul al
segundo pozo y homogenizande se tomaron 25 ul de este poso. y se

pasaron al tercero, posteriormente del tercero al cuarte Yy asi
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sucesivamente.

¢. En cada uno de los pozos se afadieron Z5 ul de ldtex
gensibilisado con antitoxina 4, a excepcion del ultimo poso en el
que se agregaron 25 pul del ldtex control sin sensibilizar ocon
antitoxina estafilocdécica 4 gque funciond como control negativo.
f. Para mezclar los componentes de cada poso y lograr una
suspension homogénea se rotd la placa en un microasitador o se
aefectud menualmsnte.

&. La microplaca se Incubd. a temperatura ambiente, de 20 a 24
horas en cdmara himeda sobre una superficle libre de vibraciones.
h, Al cabo de este tlempo, se examiné cada poso contra una
superficie o fondo negro. La sedimentacicn del ldtex se considera
como resultado negativo; por el contrario su aglutinacicn en el

pozo Indica la presencls de toxina (figura 4) (102)(118).

3.2 Adaptacidn de 5. aurcus en Calde Lactosado.
Con el Z£in de adaptar las cepas & la utilizacidn de - la
Fuente energética de la leche, la lactose, se hicieron resiembras

consecutivas en caldo lactosado.
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3.3 Curva de Crecimiento.

La fase logaritmica de crecimiento de K. aureus se determiné
modiante los métodos de cuenta viable para bacterias y
espectrofotome tria.

Se prepararon cultives puros de las cepas de 8. aureug en
calde lactosado incubado a 37°C, durante 18-24 h. Con 3 ml de los
cultivos de la cepa FRI-100 se linocularon 108 ml de caldoe
lactosado. La temperatura de éste se mantuve a 37°C durante 12 h,
periodo en el cual se realizaron muestreos cada hora tomando 1 ml
para realizar la cuenta de microorganismos por el método de
vaciado en placa.

En el método espectrofotométrica, se tomaron simultdneamente
‘alicuotas de 5 ml de cultivo a las que se leyd su absorbancia en
un espectrofotémetro Spectronic 7€ a 660 nm. Estas mediciones se

Ilevaron a cabo hasta ls obtencidn de lecturas constantes (26).

3.4 Estandarizacidn del Inéeulo.

Para utilizsrse el mismo mimero de células en los indculos, '
ae emplearon las tdcnicas de estpectrofotometria ¥ vaciado en
placa.

&) En la curva de crecimiento de 5. sureus. se determind el
tiempo de Incubacidn necesario para que éste alcansara la fase
logaritmica.

b) Del periodo gque comprende esta fase se selecciond un tiempo
constante en el cual se tomd una alicuota de 1 ml de cultivo para

realisar la cuenta de células por el método  de vaciado en placa-
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(103).

e) Para la técnica espectrofotométrica se tomaron
simultdneamente alicuotas de 5 ml de cultivo a diferentes tiempos
de incubacién y se leys su ébsarbancia a 600 nm en un Spactronic
2e.

d) Los resultados de absorbancia y numero de microorganismos se
relacionaron en el periodo establecido. El1 procedimiento se

efectud por triplicado.

3.5 Andlisis Microbiolégico de la Leche.

Con la finalidad de evaluar la calidad sanitaria de lo=
tipos de leche en polvo, entera y descremada que se utilizaron en
1ls elaboracién de yogurt, fue necesario someterla a andlisis
microbioclégico.

La preparacidon de la muestra se realizd pesando 10 g de la
leche en polvo los cuales se homogenizaron con 98 ml de asgua
estéril; a partir de esta mezecla se hicieron diluciones decimales

hasta 10S.

3.5.1 Meséfilos aeroblos. Se determinaron por el método  de
placa vertida, utilizando el agar parae cuenta estdndar e
incubando a 37°C por 48 h. Los resultsdos se expresaron en UFC/ml

(33)(145).

3.5.2 Coliformes totales. Iiene como objetivo principal

detectar la presencia de Escherichis coli. considerado como un
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clare indicio de contaminacidn rfecal. Para su determinacidn se
utillizan medios difsrenciales & base de lactosa (14).

Esta determinacicdn se realizé por el método de placa vertida
utilizando el agar rojo-bilis-vivcleta, incubando a 37°C por 24-48

. Los resultados obtenidoes se expresaron en UFC/ml (7).

3.5.3 Aislamiento e identificacién de Salmonella spp. La
comprobacion de la presenci’ o ausencia de estos micraorsanisuos
conlleva varias etspas que comprendsn un pre-sarigusecimientoe,
enriguecimiento, aislamiento en nedics gelapiivos E
Idencificacion presuntiva por medio de pruebas bioguimicas (14).

Je sembraron 2 g de muestra en tubos conteniendo c&ldo
selenito 3 tetratisnato, s Incubaron por un lapso de 16 s 24
heras & 37°C. Una asada de cada tuba == estria  an

de woesina-acul de metileno (ENE) hismute. Las

gque  resultaron  sospschosas  se a pruekas

15 presepcia o Sslmoneslls (7)033).

3.5.4 Aislamiento e Jdepntificacion de S. aureus. e

'h

mplearc: Iles téeanicas Jde Baird-Farker vy Van  Doorna cuyas pasos

1

e Indizan a continuacidn (I14)(15):

Método de Baird-Parker. Consiste en sembrar 0.1 ml de las tres
tiltimas diluciones de la muestrs en placas solidificadas con &E&r
Baird-Faerker (HP) adicionado de emulsion de yema de huevo. La

distribuzidn del indculo se realizd con una varilla de vidrio.

Las c¢ajas se lincubsron a 37°C por Z24-48 k. DPosterioriente se
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efectud el recuento de cclonias tipicas (figura 5) (33).

Método de Van Doorne. Varia del de FHaird-Parker en el
enriguecimiento previo gue se realiza en el alimento a analizar,
con objeto de reactivar las cdlulas dafadas por tratamientos
utilizados durante el procesado de los alimentos. La msetodologia
es la siguiente (figurs 6):

&) Se colocaron 50 g de alimento en un matracz conteniendp 100 ml

de caldo Baird-Parker = incubaron a 37°C durante 24-48 h en una

cdmara microaerofflica. In caso de haber crecimiento se observa

la formacidn de un precipitado negro.

b) Del matraz anterior, se tomdo Q.1 ml y se sembrdé por =1 método
de superficie en agar Baird-Parher. Ss incubé & 43°C por 24 h. Si
hay desarrollo de coloniss negras con o =in halo de clarificacion

se Identifican por el mdctoda de termonucleasa (37)(146).

3.6 Tratamiento Térmico de S. aureus.

Para ccasionar el ds¥o vérmico subletal en las células se
emples el método de tube caprilar (figura 7). El procedimiento que
e siguid en este caso Fus:

a. Se tomaron 3 ml de un cultivo puro de S. ens  sn caldo
lactosade de 18 a 24 h de incubacidn y se inocularon en 102 ml de
leche entera en polvo reconstituida al 108 de sdlidos totelss. Se
incubd & 37°C durente el tiempo en gque el microorsanismo alcancza
su fase logaritmica de crecimiento, parametro previamente
determinado por la curva de crecimiento.

b. Se tomaron 10 ml de este cultivo y se centrifugaron a = 4500
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rpm durante 1.5 h, se elimind el sobrenadante y el sedimento se
resuspendié en 10 ml de lache entera en polve reconstituida
estdril.

c. Con la ayuda de una microjeringa, se colocaron £.05 ml del
cultivo resuspendide en un tubo capilar de 1 mm de didmetro.

d. El1 capilar con el cultivo se sujetd & un termometro dentro de
un tubo de Thiele con agua aplicando la temperaturs seleccionada
durante diferentes tiempoaz, 72°C/30 s, gue ocorresponde a la
temperatura de pasteuriszacidn rapida de la leche.

e. Durante el tiempo total de exposicicn, 3@ segundos, se
muestred cada 5 s Iniclande en el tiempo cero.

f. Inmediatamente desipués de aplicado ol tratamiento, cada tubo
capilar inclupends un blance se Iintrodujeron en un bafo de agua
helads y se colocaron en un tubo para dilucidn con 9.85 ml de
agua salina estéril al §.9%.

&g. Se realizaron diluciones decimales que se sambraron por placa
vertida en agar de soyas-tripficaseina (AST}, con cloruro de sodio
¥ sin esta sal. La Incubacién fue & 37°C durante 24 & 48 k.

h. Las colonias de S. aursus se contabilizaron en ambos medics y
axpresaron como UFG/ml.

i. El porcentaje de células dafladas se calculd por la siguiente
axpresion (44)(57):

cuenta en AST - cuenta en AST + NaCl
& poblecion dafada = ————mmmmm e e e e e x ;00'

cuenta en 45T



7

Incebar a 35:2°C de 24-48 horas

o ——

] ° Contar colomias segras, brillantes,
c 9 rodeadas de una zona blaaca, com o
® sin halo de clarificacidm.
o

I

' €)

[=_7

Tincidn de
Gram

Caldo BHI para
pruebas de
coagulasa y
termonucleasa

a -0
- N (V)

Figura 5. METODO DE BAIRD-PARKER PARA RECUENTO DE

53

S aursug.



ENRIQUECIMIENTO
en anaerobiosis

Incubar a 37 C
24-48h

Caldo Baird-Parker
100 ml

Crecimiento coa
depbsito negro:

lo.lml

7 Agar Baird - Parker

Incabar a 43 C/24 h

I

No crecimiento
DESCARTAR

Colanias no
caracteristicas:
DESCARTAR

Colonias caracteristicas
de S.aureus con o sin halo
de clarificacién:

l

Identificacidn del micro-
organismo. por prueba
Termonucleasa. :

Figura. 6. METODO DE VAN DOORNE.



——)

+————  termanitro

capilar
EE—— ———
L
o———— bafio de agua a 72 C
capilar con
0.05 ml
de cultivo

5

b

capliar capilar

— ]
w 2%4 h) \ \ / [——W—n
' a -3

4——. tubo con 10 ml de
agua estéril

b = AST + 7.5% NaCl
(37 ¢/24 1}

agua

ag

agar soya tripticasefna sin NaCl
agar soya tripticasefna con 7.5% de NaCl

o
non

a - b = células dafiadas

Figura 7. METODO DEL TUBO CAPILAR..



3.7 Seleccidn de Madios da Cultivo para Recusnto y
Aislamiento de los Cultivos Ldcticos.

Para asegurar un aislamiento adecuado de cada uno de los
microorganismos invelucrados en Jla elaboracidén del yogurt, se
procedié a seleccionar los medios de cultivo gue mejor cumplieran
con esta funcidn.

Se utilizé una mezela 1:1 de S. thermpophilus y L. bulgaris
cuva marca comercial es DRI-VAC 116, producida por Laboratorios
Chrystian-Hansen. GSu sctivacidn se reslizé de acuerdo con las
recomendaciones del Ffabricante. Las resiembras en las que la
acides alcanzd valores de 8.95-1.25 se usaron psra la elaboracicn

del yogurt.

Para el recuento y alslamiento de G, _ tharmophilns v L.
bulgariaus se emplearon los agares de Lee y Man Kogosa Sharp

(MRS) respectivamente (14)(85)(115). La verificacién «de los
nétodos se hlzo empleande cepas puras licfilizadas de estos
microorganismos asi como una mezela de ambos, Kl procedimiento
Tue:

a. Se tomé una alicuota de ! ml de: mescla de cultives ldcticos,
S, therapehilus v L.  bulasrisns asi como de los cultivos pures.
Se hicisron 7 diluciones en solucidn buffer de fosfatos con pH de
7.2. Le muestra no debe estar en contacto con el diluyente por
mds de 20 min porgue despuégs de este Iempo la cantidad de
nieroorganismos comienze & disminuir (68).

b. Las diluciones se sembraron por suverficie en Ios agares

respectivos colocando 8.1 ml de indculo y esparciéndolo con una
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varilla estéril. A las cajas gueée se prepararon con anterioridad,
se les probé esterilidad a 37°C por 24 h.

c. Las cajas inoculadas se incubaron en una atmésfera parcial de
CO2 a J37°C. Las que contenian agar Lee se dejaron 48 h en estas
condiciones y las de agar MRS 72 h (14)(85).

d. Para comprobar en el caso correspondiente la pureza de las
cepas, se realisé una observecidn microsedpica por tincidn de

gram.

3.8 Elaboracion de yogurt con y sin In6eulo de S. aureus
Dafiado y sin Lesién Sublatal.

Inéculo de §. aureus sin daifie subletal. Se partié de un cultivo
de S. sureus en fase de crecimiento exponepncial; se tomaron 11 ml
de este cultivoe v se centrifugaron & 458¢ rpm durante 1.5 h, Se
elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendid en 10 ml de
leche en polve reconstituida estéril, de éstos se tomd 1 ml para
hacer la cuenta de S. aureus ern Baird-FParker (BP) ¥ los 9§ ml
restantes se inocularon en la leche destinada a la elaboracidn
del yogurt.

Inéculo de S. aureus con dafio subletal. Se siguld el mismo
procedimiento utilizado pars el tratamiento térmico siendo
aplicada en este caso una temperatura de 72°C par 25 s. Después
de - éato, los 20 tubas capllares utilizados en esta prusba fueron
colocados en un matraz conteniendo 30 ml de agua estéril.
DPosteriormente, se toms 1 ml del contenido y se sembré en AST y

AST con 12.8% de NaCl, con objeto de verificar los porcentajes de
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células destruidas y dafadas, asi como el nimero de las
inocculadas después del tratamiento térmico.

Proceso do elaboracidon de yogurt. Se fabricaron 500 ml de yogurt
por el método tradicional, a partir de leche entera en polvo
sometida previamente a andlisis micreobiolégico. El procedimiento
seguido se muestrs en la figura 8.

a. Se raconstituys la leche entera al 20% de sélidos totales, se
homogenizo v se le did un precalentamiento, 63°C por 30 min.

b. Al cabo de los 30 min. la leche se enfrid a 45°C y se le
adicioné el indeulo de cultivos ldcticos en una proporcidn del
3.8%.

c. La leche inoculada con las bacterias dcido ldcticas se 1ncubd
a 45°C hasta alcanzar la aclides deseada, de 100 a 120°D,

d. Terminado el tiempo de incubacién, el yogurt se enfria & una
temperatura de 1@ a 15°C para detener el proceso de fermentacidn.

e. £l yogurt terminade se envasa y refrigera a 4°C.

La elaboracidn de yogurt a partir de leche inoculada con S.
aureuys se realizé siguiendo el mismo procedimiento. Se prepararon
dos tipos de lotes, uno con leche adicionada de 3.5% de cultives
ldeticos y 8 ml de un cultiveo de §. aurcus sin daffo (10€ UFC/ml);
en el segundo caso también sSe utilizé 3.5 de cultive ldactico v
29 ml de una dilucidn 1:38@ de un cultivo de S. aureus oon dafio
sublacal. FLa 1ncubacion tapbién se realisé a 45°C por 8.5 h

(figuras 9 y 10).
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3.9 Andlisis Durante el Proceso.

Conr la finalidad de seguir el desarrollc de los tres
microorganismos involucrados durante la elaboracidén del yogurt se
tomaron alicuotas a tiempos definidos de procesosz (0, 38, 90,
1506, 210 y 336 min.).

a. Para la cuantificacién de S&. sureus, S. theppophilus y L.

sricps se utilizaron los agares BP, Lee y. MRS
respectivamente.

b. S¢ tomé 1 ml de muestra para sembrar en cada uno de los
agares y s¢ hiclercn dilucliones hasta 108.

c. Se empleé agua salina al @.9% para realizar las diluclones
que se sembraron en BP y solucidén buffer de Fosfatos para las gque
se colocaron en los otros dos medios.

d. Las tdcnicas empleadas fueron las deseritas con anterioridad
para el recuento y aislamiento de ¢ada una de Jas bacterias
(9)(14)(33)(85).

e. Se hicieron mediciones de pH y acides a los mismos tieﬁxpoé de
proceso definldos, tomande 5 & de muestra para cada prueba. La
acidez se determind por titulacién con NaO¥ 1IN utilizando como
Indicador Zenortaleina; la medicidn de pH se efectud directamente
de la muestra utilizando un potencidmetro previamente ealibrado

(26)(147).

3.10 Semicuantificacién de Enterotoxina.
Para la deteccidn de enterotoxina A del . yogurt elaborade se

utilizé el método de Reversed Fassive Latex Agglutination (RPLA).
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Con objeto de remover tods la materia grasa y sustancias gue
pudieran interferir en la deteccidn del metabolito se procedid a
una extraccién previa (figura 11).

a. Se pesaron de 25 a 50 g de alimento y se les adiciond de 50 a
75 ml de agua destilada, la mezcla se homogenisd con la ayuda de
una licuadora.

b. El pH de la solucidn se ajustd a 4.5 con una solucisén de HCI
&6N.

¢. Se centrifugé a 4500 rpm durante 40 min. Al término el
sobrenadante sa llevé a un pH de 4.5 con NaOH 2N.

d. Cuando no se encontré precipitado despuss del ajuste de pH,
se utilizsd el extracto. En caso contrario se volvid a centrifugar
a la misma velocidad y tiempo.

e. En un embudo de separacion, se elimina la grasa del
sobrenadante usando 1 ml de cloroformo por cada 16 ml de
extracto.

Una vez obtenido el extracto se¢ procedid a utilizarlc en el
método de  RPLA empleando un “kit"” especifico para 1a
determinacién de enterotoxina A, tal comoe se detallé con
anterdoridad en el inciso 3.1.9 (figura 3).

En este caso, pare conocer los rangos de concentracidén en
los que se encuentra la toxina se e;abaré una curva estdndar con
cantidades conocidas de enterotoxina pura y los resultados
obtenidos se graficaron. )

. La determinacién de toxina se efectud en el yoé‘urﬁ recién

elaborado y a los 7 dias de almacenado en refrigeracidn (4°C).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacién de la Cepa de S. aureus.

4.1.1 Morfologia microscépica. Al observar al microscoplo el
Irotis del cultivo de S. surpus FRI-10@ previamente teiiido por la
técnice de Gram, se pudieron identificar células esféricas
(cocos)} gram positivas, agrupadas en racimos irregulares.

La tincién de Gram estd en relacién directa con la
composicion quimica y la estructura fisica de la pared celular.
El grosor de la pared de las bacterias gram positivas (20 a 80
nm) es mayor que el de las gram negativas. Estd compuesta por una
Eran porecién de péptidoglucano gue rodea a la membrana
cltoplasmatica (plasma). E1 péptidoglucano es un polimero formado
por deido acetilglucosamida, deido acetilmurdmico y un péptide
consticuido por 4 o 5 aminodcidos. Al realizarse la tineidn, el
complejo cristal violeta-iodo queda atrapado en la pared celular
de la basteria después del tratamiento con etanol debido a gue se
presents una disminuclidn en el didmetro de los poros que impiden
la salida del complejo (39)(47)(162). ’

El género Staphylococel presenta tincidén de - Gram positiva y
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una acumulacidén irregular de las células gue por lo general
semejan racimos. Sin embargo, esta prueba por si sola no permite
la diferenciacién de esta especie, de otras de la familia

Micrococeaceae (27).

4.1.2 Morfologia colonial. La morfologia colonial observada
en la cepa de &. aureus FRI-100 cultivada en BHI econcords con la
que se informa en la literatura (cuadro 18) (73).

En agar Baird-Parker las colonias desarrelladas
correspondieron a las observadas por Rayman y coclaboradores
(110): colonias de 1 mm de didmetro o mayores, de color negro
brillante rodeadas por un halo clare que en ocasicnes presentd
precipitacion debida a la reaccion con la lipovitelina de la yema

de huevo.

4.1.3 Pruebas biloguimicas. Los resultados obtenidos en las
pruebas bioguimicag se presentan en el cuadreo 18.
Prueba de termonucleasa y coagulasa. Al realizar la determinaclon
de termonucleass, K. aursys FRI-100 desarrollé upn anille de
decoloraecién (blanco) alrededor de los pozos hechos en el egar
base DNasa lo cual representé un resultado positivo a esta
prueba.

La termonucleasa es una ensima extracelular producids - por

algunas especies del género Staphvlococous, capaz de hidrolizar
los enlaces éster de fosfato del DNA. Es termoestable y

resistente a altas concentraciones de clorure de sodio (67).
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Lz deteccidn de termonucleasa en alimentos generalmente &%
acepta como indicative de que el producte contiene al menos de
9.5 a 1.0 x 108 células de S. aursus por gramo y pueds
representar un riesgo para la salud (99).

Por su parte, la prueba de coagulasa didé resultade positivo;
B. aureus fue capaz de transformar el fibrinégeno del plasma en
fibrins mediante la enzima coagulasa y formar un codgulo visible.

Esta prueba permite diferenciar de manera especifica a la
especie S. aureus gue la da positiva de la 8. epidsrmis que no
coagule el plasma (47)(102).

Existen dinformes que refieren una alta relacién entre las
producciones de coasgulasa y termonucleasa con la sintesis de
enterocoxina por S. aureus, por lo gue actualmente se utilizan
ambas pruebas en conjunte para la identificacién de cepas
enteroctoxigenicas (76)(77).

Durante mucho tiempo la determinacidn de coagulasa era el
critsrio mis ampliamente usado para identificar cepas de S.
aureus productoras de eanterotoxina, sin embargo la coagulasa eé
inactivada ante procesos térmicos y el wmicroorganismo despuds de
la aplicacidn de calor pilerde su capacidad de producir esta
encima. Ademds, se han aislado algunas cepsas enterotoxigé_nicas
coagulasa negativa, termonucleass positiva (37)(98).

Lschica (76), publicsd un estudio en el gque confirma gue l&
prueba de termonucleasa presenta una mayor correlacidon con la
produccidn de eqcerato.\'.ina que la prueba de coagulasa. Por atra

parte, se ha demostrade que las condiciones gue pueden alterar la
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producecién de nucleasa termoestable, tienen efectos similares
sobre las enterotoxinas estafilocdcicas (74).

Prueba de catalasa. Es otra enzima producida por 5. aureus que
tiene la habilidad de descomponer la molécula de perdxido de
hidrégeno liberando oxigeno Yy por tanto formando burbujas. Su
Identificacidn se utiliza en la diferenciacién de colonias de
estafilococas (catalasa positiva) y estreptococos (catalasa
negativa) (73).

Fermentacidén de asztcares. Xn la presente investigacién se
utilizaraon los asiticares: lactosa, slucosa, sacarosa y manitol,
dando en todos los casos resultados positivos (cuadro 19).

La fermentacicn de carbohidratos Juega un papsl muy
importante en la caractericacidn de S. aureus; se ha establecido
que cada microorganismo tiene la capacidad de fermentar un
determinado hidrato de carbono en un medio bdsice, lo que permite
determinar modelos de fermentacidn para una especie especifica
(81).

S. aureus tiene la capacidad de producir dcide en forma
aersbica e;: partir de glucosa, sacsrosa y lactosa, funcion gque se
detecta por el vire del indicador rojo de fenocl & amarillo. Por
otra parte, la fermentacidn de manitol es una prueba altamente
selectiva para la confirmacidn de cepas patdgenas de [J. auraus

(87).
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Cuadro 18. MORFOLOGIA COLONIAL DE S. aureus FRI-100.

CARACTERISTICA

Madio de crecimiento
Tamaiio

Color

Consistencia

Borde

Azspecto

Flevacicn

Luz transmitada

Zuz reflejada

Superficie

RESULTADO

Agar BHI

Z - 3mm
Amarillento
Cremosa
Entero
Hiimedo
Convexa =
Opaca
Brillante

Lisa
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Cuadro 19. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE & aureus FRI-100.

PRUEBA RESPUEST4
Termonucleasa +

Coagulasa +

Catalasa +

Lactosa Produccion de deido
Sacarosa Froduccion de decido
Glucosa Produccidn de deido
Manitol Produccion de dcido
Voges-FProskauer ' +
Motlilidad -
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Reaccién de Voges-Proskauer. Mediante esta prueba se determina la
capacidad gque tiene un microorganismo de sintetizar acetdl metil-
carbinol (acetoina). Un color rojo rosade desarrocllado en la
superficie del medio indica presencia de acetoina y por lo tanto
la positividad de la prueba (81). La cepa de S. gureus FRI-100
analisada presentd esta caracteristica.

Motilidad. Como se puede observar en el cuadro 19, 1la cepa en
estudip did en esta prueba un resultado negativo con acentuada
crecimiento sobre la linea de siembra. Cabe sefialar gue ésta
prueba determina si un microorganismo tiene flagelos para . poder
movilizarse. K. auruens es una bacteria gque carece de egte

organslo (81).

4.1.4 Produccién y deteceldn de enterotoxina A. Froducclén.-
Para la produccicon de enterotoxina A por la cepa de S. aursus
FRI-100 so emples la técnica de celofdn, mediante lsa oual &s
posible sintetizar cantidades significativas del metabolito (28).
El microorganismo al sembrarse para tal fin, se encontraba en
fase logaritmics ds crecimionto ya que 3o ha demostrado gue la
mayor sintesis de enterotoxina se produce durante Is transicicn
de éste & la rase estacionaria (81).

La seleccidn de este método para producir la enterotoxina A
s bass en los resultados obtenidos por Robbins j colaboradores.
(114) acerca de la superioridad gue esta técnica presenta para la
sintesis de toxinas A, D'y E sobre otras.

Se observé que el agar BHI que se utilizs contuve los
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nutrimentos necesarios para permitir la produccidn de entrotoxina
a niveless mayores a 1 ug.

Las enterotoxinas son cadenas simples de proteinas con un
peso molecular de 26,000 a 289,000 D, caracteristica que ayudé en
su extraccion a través de la imposibilidad para traspasar los
tubos de didlisis empleados. Estos tiltimos presentan uniformidad
en sus poros e impermeabllidad a moléculas con pesos meyores a
12,060 D, no muestran Anterferencia con los compuestos y son de
Zdedl adguisicion (114).

Por lo anterior, &l lavar la nmembrana con la solucién
amortiguadoras  pudo recuperarse casi la totalidad de la
enterotoxina presente {86).

Identificacién.- La confirmacicn de enterotoxina A producida
por 8. gureus FRI-100, se efectud mediante el método de Reversed
Passive Latex Agglutination (RPLA) descrito con anterioridad. La
reaccidn Inmunolsgica entre la enterotoxina A 3 la antitoxina
especifica fue positiva, evidencidndose mediante la aglutinacién
del ldtex en el fondo de los pozos.

En esta prueba, el grado de asglutinacidon que se obtiene
despuds de un periodo de incubscidn de 20 & 24 h en cdmara himeda
es proporcional & la cantidad de toxina colocada en el pozZo, por
lo que se considera una prueba semicuantitativa. Para una mayor
apreciacién de la aglutinacidn formada, se recomiends que la
placa se observe con la ayuda de un espejo.

Debido a gue es una prueba de apreciacidn visual, es

recomendable poner . especial cuidado en gque 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 determinacion y que los
resultados sean confiables.

Los antisueros usados en los métodos serolégicos para la
identificacidn de enterotoxinas son sislados generalmente ds

animales de laboratorio como conejos (37).

4.2 Curva de Crecimiento.

Para determinar la curva de crecimiento, se utilizsron los
meétodos de vaciado en placa y espectrofotomstrico a una longitud
de onda de 608 nm. Este udltimo permite conacer la concentracion
de las particulas suspendidas en un liguido en relacion con el
grado de luz gue sbsorben, por 1o gque la absorbancia en un
momento determinads se debe tanto a células vivas como muertas
(26). Por lo anterior estos recuentos se »relacionan con log
obtenidos por el miétodo de vaciads en placa, los que indican el
numero de unidades formadoras de colonias por mililitro.

En la curva de crecimiento obtenids para S. aursus FRI-100

se pusden observar 3 fases caracteristicas (figura 12):
Fase lag o de retardo. Sec observs aproximadamente durante las 2.5
primeras horas después de haber inoculado &. saureus al medio. En
esta etapa el desarrollo del-microorsanismo es muy bajo debido a
Que necesita de un cierto tlempo para la adaptacién al nuevo
entorno (47). '

La duracién de la fase de latencia estd directamente

relacionada con el tamafio del indculo efective. En el transcursao
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de ésta, las células viables acumulan enzimas, coenzimas
difusibles e intermediarics esenciales para la sintesis de
sustancia celular (39).

Existen ciertos factores que pueden prolongar

indefinidamente esta fase como la aereacidn vigorosa, al impedir
la acumulacién de peguefias cantidades de {0z que son esenciales
para el crecimiento del organismo; la presencia de sustancias
antibacterianas, asi como colorantes.
Fase log o fase exponencial. Es la etapa de miximo desarrollo de
un cultivo bacteriano, durante ésta las células se replican & una
proporcién constante, presentando una situwacidén prdcticamente
eatable. La poblacidn se encuentra realisando una actividad
metabblica que favorece su multiplicacion fisioldgica (47)(885).

La tasa de crecimiento estd determinada por ciertos
factores, Estos pueden ser Iintrinsecos al potencial fisioldgico
de la célula (capacidad de transporte de nutrimentos a través de
la membrana) o extrinsecos (factores ambientales).

La fase exponencial, en la curva de crecimiento de 8. aureus
FRI-100, se presenté de las 2.5 a las 10 h de incubacidn. Esta
etapa se selecciond como la adecuada para 1a realizacion del
estudio, debido principalmente & que constituye una Zfase de
desarrollo durante la cual las células son mds uniformes y ademsds
en la gue la tasa de produccién de entrotoxina es la mds - elevada
(86)(102). Es en esta fase cuando las células se encuentran con
su mayor actividad metabdlica y por tanto presenta enormes

diferencias funcionales y estructurales con respecto a otras
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atapas de crecimiento (27)(38)(75).

Fage estacionaria. Durante las ultimas dos horas de la curva 10 a
12 b, se observd cierto freno en el desarrollc del
microorganismo. El final de la fase de crecimiento mdximo estd
marcado por este descense en la tasa de divisién celular y avague
no se detiens por completo, las células empiezan & morir y Ias
divisiones no son capaces de contrarrestar estas muertes, de
nanera que el numero de microorganismes  visblas permanece
constante durante clerto tiempo {(39)(47)}.

La disminucion en la tasa de divisidn celular puede deberse
& miltiples factores: descensec de autrimentos esenciales,
disminucidn del sustrato oxidable para la produccidn de energfa o
difusicn deficiente del oxigeno cuando la densidad celular es
elevada. For otro lado, puede haber uns acumulacidn de productos
matabdlicos toxivos o dnhibidores del crecimiento tales como
gcldas orgénicos (47}(182).

Lz fase de declinacidn o muerte no se observa en la curva de
cracimiento de 8. aurenus FRI-100 debido e que ademis de no ser de
interés para este estudio, el método espectrofotomstrico no
pernite la identificacion de células muertas y sélo se contaris
con los datos de vaciado en place. En éste periode, las bacterias
amueren prdpidamente en forma exponencdal debido & los mis_mos
Ffactores que afectan la divisién celular en ls stapa anterior

(102).
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4.3 Estadarizacién del Indculo.

Con la finallidad de conccer el nuimero promedio de e¢élulas &
inocular en la leche destinada a la elaboracidn del yogurt, éste
se estandarizé en el periodo de fase logariimica de S. Aureus.
Mediante los métodos espectrofotométrico y de vaciado en Placa se
pudo determinar que 7 8 7.5 h de iancubacidén de la resiembra del
microorganismo cultivado por 18-24 h a 37°C eran necesarias psra
obtener una cuenta celular aproximada de 1.5 x 108 UFC/ml.

Para estandarizar el indculo de 5. awursus daffado, se
enplearon loa mismos métodos que en el case anterior. El1 indeule
inicial wutilizado fue el doble aproximedamente debldo & la
destruccidn de células que hubo durante la aplicacicn del

tratamiento térmico.

4.4 Andlisis Microbicligice de la Leche en Polvo.

A pesar de que la leche ecruda constituye up excelente medio
da culiivo para el desarrollo de microorganismos patdésenos cono
8. Aureus entre otros, los procesos térmicos gque involucra la
produccidn de leche en polvo destruyen sran parte de la flora
aicrobiana propia del alimente Y presuniblemente tambisn las
bacterias patdégenas. Para la deteccidn de 5. aupeus en la leche
entera en polvo utilizada pare elaborar el yogurt y la descremada
para la resiembra de cultivos ldcticos, se utlilizé la téenica de
Varn Doorne (105)(145).

Se decidid emplear esta técnica ademds de la recomendada por

la Norma Oficial debido a que estudios realisados en el Instituto
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Politécnico Nacional mostraron la existencia de cantidades
importantes de cepas entrotoxigénicas de 5. aureus en leches en
polve nacionales y de Jmportacién. La técnica de Van Doorne
permite determinar la presencia de células dafiadas por procesos
industriales. Cabe sefialar gue este tipo de células zon incapaces
de crecer en medios gelectivos, sin un enriguecimiento previo
(185)(145).

Al aplicar las técnicas mencionadas no se detectd la
presencia de S. awreus en las Jleches empleadas, ‘'nide" y
“gsveltes"”. En relacién a mesofilicos aerobios se obtuvieron
cuentas de 100 a 130 UFC/g de alimento; con respecto a coliformes
¥y Salmenella, no se registrd presencia alguna de ellos en ningun

tipo de leche.

4.5 Tratamiento Térmico de S. surues.

Los tratamientos térmicos aplicados a S. aureus se llevaron
a cabo mediante la téenica de tubs capilar utilicando una
temperatura de 72°C y tiempos de @ a 38 s. Con los datos
obtenidos se pudieron calcular los porcentajes promedio de
células viables, destruidas y dafiadas (cuadro 26)..

Cabe mencionar gue la cuantificacién de los micreorganismos
sobrevivientss denominados células viables se realizé en AST,
medio no selectivo gue agegura tante el desarrollo de células sin
daflo como las que sufren lasiones térmicas. Se ha informado gue
dependiendo de la magnitud del dafio que sufren -las células sus

funciones reproductivas y/o metabdlicas se ven afectadas, de. tal
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forma que los métodos cominmente empleados para la deteccidn
cualitativa y cuantitativa de S. aurenrs pueden arrojar resultados
falsos (53)(59). Ademds se ha demostrado que uno de los efectos
del calor sobre las células dafladas en forma subletal es la
pérdida de iones megnesio hacla el medio, lo que provoca una
disminuzién en su halotoleracia; por esta razdén el porcentaje de
células dafladas térmicamente fue estimado por diferencia entre la
cuenita de colonias desaerrclladas en AST y AST con 12K de NaCl
(30)(598)(128).

Le figura 13 muestra los porcentajes de célulass destruidas
&l calentar la leche & 72°C por 30 s. En ésta se pusde observar
una teadencia a la destruccidn de microorganismos viables con
respacto & la magnitud del tratamiente, vardando el porcentaje de
células destruidas de 88.9%5 & los 5 5. hasta 92.2% a los 30 s.,
ne hsbifndose lograde la inactivacidn total del cultive.

Eszos resultados concugrdan con lo Informade por Walker y
colaboradores (149), gquienas enconiraron gue la destruccion total
de S. zureys en leche entera se logra séioc después de haber
aplicado una temperstura de TZ2°C por 45 min. For otro lado, se ha
comprotade ls existencia de cierto efecto protector sobre los

-microorganismos por parte de los. componsntes del medio de
suspensidn, siendo en el caso de la leche debido principalmente a
proteinas, grass y sales minerales (128)(135).

E! calor aplicado a los mierocorganismos puede ceusar ademds

la desnaturalizacidn de proteinas, ruptura de la estructura del

DNA y daflos a la membrana citoplasmdtica (12). La degradacidn del
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DNA §y desnaturalizacidn de proteinas implicadas en la respiracidn
estdn relacionadas directamente con la muerte celular (118).

Los porcentajes de células dafadas obtenidas en la poblacidn
sobreviviente de cada tratamiento térmico aplicado, mostraron que
25 s. de exposicidn fueron suficientes para provocar la mayor
proporcién de dafioc (38.85%). En forma general, se observs un
comportamiento en el gue a tiempos gue provocan porcentajes de
dafio elevado, siguen etepas en las gque existe una mayor
destruccidn celular y por lo tanto se reglstra un menor numero de
cdlulas dafladas (figura 14). Este fenémeno puede ser debido a la
vulnerabilidad gue estas células presentan a tratamientos
subsecuentes, lo cual ha sido estudiado y descrito por Bucker y
colaboradores (32), quienes resaltan come factores de dmportancis
en este tipo de lesion: “las bacterias sometidas a tratamientos
térmicos subletales presentan dajfios reparables y se convierten en
organismos hipersensibles ante tipos de estrés subsecuentes”. Por
tal razdn, Ja enumeraclién de células dafiadas no puede realizarse
de manera confiable mediante la utilizacidn de un medio
selectivo.

Las células daffadas disminuyven su capacidad metabdlica
prasentando un decremento de las encimas y desnaturelizacicn
parcial de las enczimas y prroteinas celulares (12). A pesar de
este, se ha informado la recuperacidn de los microorganismos en
su crecimiente y metabolismo inclujrendo la produccion de
entrotoxina al ser transferides a un medio con aminodcides,

glucosa y minerales comc fosfatos y magnesio (53)(6Z)(118).
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Cuadro 20. RESULTADOS OBITENIDOS DEL TRATAMIENTO TERMICO
DE 8 aureus A 72°C.

TIZMPO X CELULAS

(s) VIABLES DESTRUIDAS DARNADAS SIN DARAR
4 log 4 [ 100
5 ' 1.1 88.9 11.71 88.29

10 0.85 89,14 18.85 81,15

18 0.98 8g.02 8.87 81.13

20 1.3 88,7 24.12 75.88

25 e.az 9g.18 33.85 61.35

30 8.78 83.22 18.99 80. 601
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4.8 8eleccidn de Medios de Cultive para Recusnto
Aislamiento de los Cultivos Ldcticos.

Los resultados obtenidos al utilizar los agares de Lee y MRS
para la Jfdentificacion y recuento de XS. _therpophilus y L.
bulgaricug respectivamente, coincidieron con los informades en la
literatura (cuadre 14) (29).

Lee y colaboradores (78), desarrollaron un medio para la
cuantificacion diferencial de bacterias iniciadoras de yogurt gue
se basa en la fermentacién de carbohidratos por varios bacilos y
cocos. Observaron gque teniendo una apropiada combinacidn de
sacarosa y lactosa, la produccidn de doido por S. thermorhilus es
estimulada, mientras gue L. bulgaricus sélo aprovecha una minima
cantidad de este segundo carbohidrato, lo que ocasiona gque su
producelidn de delide se vea restringida. Por lo anterior, la
concentrdvién de lactosa se agjusta de forma gue se favoresea la
formacién de colonias de este microorganismo en =1 agar. El medio
MRS en cambio, contlene glucosa en lugar de lactosa y sacarosa,
azgear gque metaboliza fdeilmente L. bulgaricus permitiendo su
desarrollo (5).

FPara la& deteccidn visual de la fermentacion, al agar de Lee
se le adicliona pirpura de bromocresol. Ademds se le sgress
carbonato de calecio para prevenir la difusidén del deido por todo
el medio de cultivo y localisarlo unicamente alrededor de cada
colonia gque lo produce (29)(96).

Debide a gue durante la elaboracién del yogurt se inoculé S.

aureus, se decidid emplear. un agar selectivo para cada uno de los.
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tres microorganismos involucrados en el proceso. Se observé aque
en el agar de Lee existian interferencias para el desarrollo
optime de las colonias de L. bulgaricus, presumiblementce
ocaslionados por la presencia de S. aursys por lo gue se utilizé
el agar MRS que es especial para su desarrolle (133).

Se observo que tanto los cultivos ldcticos, come S. aureys
tenian la capacidad de desarrollarse en el agar de Lee y que
cuando este itltimo se encontraba presente, la morfologia colonial
de S. thermophiluys y L. bulgaricis se veia alterada. Esto puede
deberse probablemente a que existe cilerta competitividad entre
los tres microorganismos por los nutrimsntos del medio (78).

Al cosechar unilcamente los cultivos licticos en el agar de
Lee, ambos microrganismos presentaron colonlas tipicas: X,
thermophilus forwdé colonias amarilio fuerte con un halo de
deceloracidén a su alrededor, redondas, irregulares y cbneavas; L.
bulgarious, desarrcllé colonias redondas de color blanco a beigs,
irregulares y hlmedas (22). Cuande 5. sursus se encontrd presence
las colonias obsebrvadas cambiaron por completo, siendo en el
primer caso colonias verdes, acerradas y sin halo de
elarificacion; L. bulgaricus por su parte f01;a1z5 acumulos de
colonias amarillo claro, de 6 & 7 mn de didmetro e Irregulares.
S. aprens presenté una morfologia muy similar a 1a de 5.
thermorhilus e incluso crecid sobre éstas. Es probable que ' la
competencia entre los tres microorssnismos por el medio de

cultive pueda haber interferide en su desarrolleo (96)(113).



4.7 Andlisis del Yogurt Durante el Proceso.

A lo largo del proceso de elaboracién de yogurt, se realizé
el seguimiento de dos microorganismos Iinvolucrades en su
fabricacidén y de S. gureys. Su ailslamiento y cuantificacidn se
efectué en los tiempos de proceso especificados con anterioridad,
@, 30, 90, 150, 210 y 330 min; se tomaron tres muestras y se
sembraron en cada uno de los agares especificos para observar el
crecimiento de los tres organismos por separado., Al cabo del
periodo de incubacién se leyvo la morfologia colonial de cada uno
de estos, la cual en los tres casos correspondié & la informada
e la literatura, descrites anteriormente (78)(118). Los
resultados obtenidos de cada unc de los agares se indicaron como
UFC/m} de cada microorganismo, posteriormente se graficaron para
observar el desarrollo de S. _thermophilus. L. Dbulgaricus y 8.
aureus durante el proceso (figuras 158 y 18).

Con objeta de conocer las variantes en el comportsaiento de
los cultivos ldcticos ante 18 presencia de 5. aureuys, previamente
se corridé un blanco, es decir se elaboré yogurt unicamente con
inéculo de S. thermophilus v L. bulgaricus (figura 17).

Se determiné acidez y pH de los ¢res loites de yogurt
fabricados & log mismos tiempos de proceso y Ios resultados se
tabularon en las resprectivas graficas.

Al elaborar yogurt con los cultivos ldcticos e indculo de S.
aurens sin dado térmico, en este ultimo se observs durante los
primeros 30 minutos de incubacidn, una d.z‘sminucic‘:n?svera en - su- -

Jiimero debido a gque la temperatura de incubacidén del yogurt 45°C,
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rebasa el limite mdximo para su crecimiento. A partir de oste
tiempo &, aurewns mostré un  dincremento en su poblacidn de
aproximadamente 1 clclo logaritmico, ocasionado probablemente por
las propiedades termoprotectoras de los componentes de la leche
(128). Hurst y colaboradores (59), informaron que la presencia de
algunos sclutos en los alimentos contaminades con &, Aaureus
permitieron su desarrollo & temperaturas superiores al mdximo
valor en gque crece, Lo anterior coincide con lo observado en
relacidn a wuna ligera recuperacidén de 5. «&ureus durante las
siguientes 2 horas. A partir de este puento, cuande ya se habia
alcanzado una acddesz de aproximadamente 40°D en el yogurt, se
observd un efecto inhibltorio en el crecimiento del organismo que
continué paralelsmente al aumento de acidez, la gue se triplicd a
las 5.8 horas de incubacidn (figura 15).

8. aureus  con darfio (72°C/25 s), nostré el mismo
comporcamiento inicial que en el case anterior. En esta ocasidn
no hubs evidencia de recuperacisén algunes ya que &l dafic adicionsl
hay que sumar la acides pressnte, de tal forma gue hubo un efecto
combinado que provocs la disminucidn de la poblacidén durante el
proceso (figura 16)., C(Cabe resaltar que se Ipocularon células
dafiadas gque al ser sometidas a condiciones adversas subascuentes
incrementaron su hipersensibilidad (3@).

Al determinar la acidez producids por el cultive de UIL.
bhulgaricus y S. thermopbilus se tuvieron los sigulentes valores:
a los 3¢ min. de incubaecidn, 36.7°D; a los 8¢ min., 37°D; a los

1560 min., 41.4°D; a los 210 min., 78.9°D y por tltime a los 330
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min. se alcanzé Jla acidez dessada de 126°D. Cuando se elabord
yogurt inoculande 8. gaursus con dafo subletal, se observé el
nismo comportamiento en la produccidén de aciderz; en cambio cuando
se incluyd en la fabricacién &. aureus sin dafio, la produccidn
fue tardia, por ejemplo a los 210 min. tuvo un valor de 56.4°D en
comparacidn con 78.9°D (figuras 15 y 16). Pudiese asto
interpretarse como un efectc competitivo entre los cultivos
ldeticos y S. aureus. SI bien no existe una competencia dréstica,
s8i se modifica la produccidn de deido, la gque aumenta
considerablemente hasta gue §. sureus se encuentra inhibldo

{cuadro 21).

4.8 Semicuantificacidn de Enterotoxina A.

Se reallzé mediante el métode de RPLA descrito
anteriormente. Se observd que en el yogurt en al gque se Incluyé
5. aursus con daffio térmico subletal, la concentracidn de toxina
determinada a las 24 h no varidé despuss de 7 dias des
almacenamiento & 4°C, debido a que al final de la mapnufactura del
yogurt las cuentas de 5. aursuys se redujeron en uan §9.71%, Por el
contrario, cuando se utilisd 5. aurews sin dafio la reduccidn en
la poblacidn fue de 82.3% y la concentracion de toxina aumento
ligeramente despudés de 7 dias de refrigeracion (euadros 22 y 23).
Se ha informado gue el daflo por acidez sobre este microorsanismo
1o se JIncrementa cuando es sometido a temperaturas de

refrigeracidén debido a gue su metabolismo se ve disminuido (130).
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Cuadro 21. CINETICA

DE MICROORCANISMOS EN YOGURT

Yogurt f Yogurt 2

Tiempo (R} S.aureus S.thermophilus L.bulgaricus | S.aureus S.thermophilus L.bulgoricus
L] 4 4 1] 4 4

0 150 x 10 80 x 10 89 x 10 150 x 10 90 = 10 89 x 10
L} L] [ 4 8

0.5 38 x 10 152 x 10 138 x 10 210 = 10 158 = 10 147 x 10
s ¢ 5 4 [

1.5 85 x 10 82z 19 280 x 10 54 = 10 45 x 10 33 x 190
] s [ 4 [}

2.5 159 =z 10 48 = 10 52z 10 78 = 10 69 x 10 84 = 10
s [ [ 4 [

3.5 130 x 10 79 x 10 99 x 10 53z 10 109 = 10 133 = 10
[ . 7 4 7

5.5 265 r 10 210 x 10 65 < 10 43 x 10 45 x 10 89 r 10

Yogurt 1: S.aureus sin dono

Yogurt 2: S.aureus con dano
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Cuadro 22. PORCENTAJE DE DESTRUCCION DE S.aureus

DURANTE LA ELABORACION DE YOGURT.

S. aureus SIN DANO

S. aureus DANADO

TIEMPO (h) % DESTRUCCION TIEMPO (h) % DESTRUCCION
0 - 0 - -
0.5 97.5 0.5 98.5
1.5 92.8 1.5 99.1
2.5 85.4 2.5 99.4
a.s 83.3 3.5 99.6
5.5 82.3 5.5 89.7
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Cuadro 23. DETECCION DE ENTEROTOXINA A EN YOGURT POR RPLA.

UFC/ml

Apreciacidn Rangos
Visual relacionados
(ng/ml)
S.aqureus S.qureus S.aureus S.aureus S.aureus S.aureus
#in dafio dafiado sin dafio dafiade sin dafio dafiado
Producto
“
terminado P65 = 10 43 2 10 + + 0.12 — 0.91 0.12 - 0.371
s 7 dias de
*
almacenado (¢ C) (45 x 10 55x 10 ++ + 0.975-3.59 0.12 — 0.3¢







CAPITULO V

CONCLUSIONES

Bajo condiciones de experimentacidn, siendo aplicables
a proecesos industriales, la& producecién de dcido por los
cultivos ldcticos se vid retardada en presencia de S.

aureus inoculado sin daffio térmico subletal.

5. aureys sometido a condiciones gque ejercen dafo, 45°C
y acidez de 27 a 120°D durante 330 min., fue caspaz de
producir enterotoxina en un rango de 0.12 a 0.91 ng/ml
de alimento, incrementdndose su sintesis aun bajo
condiciones de refrigeracién a 4°C, ©.975 - 3.59 ng/ml
de alimento, convirtiéndole en una fuente de

toxiinfeccién potencial.

S. aupreys tratado térmicamente a 72°C durante 25 s. y

. posteriormente dinoculado en el proceso de elaboracidn

de yogurt, también wmostré capacidad enterotoxigsénica,
aungue en este caso la produccidn del metabolito se
mantuvo constante ain  después del periodo - de

refrigeracidén, .12 -0.891 ng/ml de alimento.
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