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INTRODUCCION

No es fiacil postular una definicidn para los organismos co
nocidos colectivamente como '"levaduras'. Sin embargo, se
definen como microorganismos eucaribdticos, unicelulares,
cuya reproduccién vegetativa es‘tipicamente per gemacién;
Como cé&lulas individuales, ellas crecen y se reproducen mis
rdpidamente que los mohos filamentosos. Las levaduras,
también se diferencian de las algas, por que no llevan a
cabo 1la fotosintesis y de los protozoarios por su pared ce
lular rigida. Se distinguen de la mayorfia de las bacte-
rias por su taméﬁo relativameﬁte mids grande y sus caracte-

risticas morfolégicas (18,20),



Estas caracteristicas se aplican a la mayoria de las leva-
duras, pero existen excepciones, hay especies con propen-

8idn a la formacibdn de micelio, otras con divisibn celular
por fisifén y ademis otro gé&nero que posee conidia sobre es
terigmata. Como es discutido por Lodder, el término "le-
vadura' incluye a un grupo heterdSgeneo de microorganismos.
Phaff y sus colaboradores han revisado su etimologia, sefia
lando que hay una estrecha relacifn con el proceso de fer-
mentacién. De cualquier modo, ellos tambi&n concluyen que

el término levadura encierra a una coleccidn heterbgenea

de hongos (18).

El estudio de las levaduras esta intimamente asociado con
la fermentacidn. La idea de que las fermentaciones alcohb-
licas eran causadas por organismos vivos nacid con Linné.
En 1680, Leewenhoek fu& el primero en describirlas como
‘cuerpos globulares, ovalados o esféricoé en su forma. Alre
dedor de 1825 Mitscherlick, Cagnard-Latour, Schwann y
Kiitzing demostraron que las levaduras de la cerveza y del
vino eran cé&lulas, las cuales sSe multiplicaban por gema-
cidén. Pero la naturaleza de las levaduras fue definitiva-
mente conocida hasta el periodo en el cual Pasteur comenz§
sus investigaciones en la fermentacién; demostrd en 1859
la imposibilidad de la generacidn espontinea e introdujo

los métodos de cultivos puros, los cuales permitieron un



estudio morfoldgico de las levaduras (8).

Hansen fue el verdadero fundador del estudio morfolégico y
fisiolbgico de las levaduras, estableciendo las caracteris
ticas propias para la diferenciacibn entre las especies.
Posteriormente, Buchner al descubrir la zimasa establecid
un considerable avance en el campo de la nutricibdn de las
levaduras y del mecanismo de la fermentacién alcohblica,
En 1912, Guilliermond publict el ﬁrimer tratado que inclu-
Ia las claves para su identificaciﬁh. En afios recientes,
ha habido un mayor progreso en los estudios taxonfmicos y
sistemdticos realizados &stos por investigadores en Delft,
Holanda. EI filtimo texto en estos estudios fue editado
por Lodder, titulado "Las levaduras. Estudio Taxonfmico"

(8,20).

El nGmero de especies definidas de levaduras es aproximada
mente de 500. Comparado este nfimero con otros grupos de mi
croorganismos, es relativamente pequeﬁo, ya que las espes
cies de algas, bacterias y ﬁrotozoarios se encuentran en
miles. Las levaduras varian considerablemente de tamafio,
fluctuando entre 1 a 5 um de ancho ﬁor 5 a 30 ym, o més,
de longitud, generalmente tienen forma oval aunque algunas
veces son elongadas o esféricas. Sin embargo pueden ser

pleonbrficas dependiendo de su edad y de la composicidén del



medio en el cual hayan sido cultivadas. No poseen drganos

de locomocién (8,20,24,26).

Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en la

naturaleza y son diseminadas por los insectos, el viento y

las corrientes de aire. La mayoria son sapr&fitas pero al

gunas son parfsitos obligados ¢ facultativos y pueden cau-

sar enfermedades en el ser humano, en los animales y en

I
las plantas (20).

Las levaduras se pueden reproducir por gemacidén, fisidn, o
esporulacién. EI proceso mis comfin es la gemacidn, en €s-
te aparece la formacibén de una pequefia prominencia o yema
separada de la pared de la c&lula madre por un collar del-

gado, que aumenta de tamafio y posteriormente se separa
(8,14,20).

La fision binaria, es un proceso de reﬁroducciﬁn vegetati-
va asexual, siendo muy similar a la reproduccidén de las
bacterias. La célula se hincha o se elonga, el nficlec se
divide vy se producen las dos nuevas c&lulas. Durante los
periodos de multiplicacifén ripida, las cé&lulas se pueden

dividir sin separarse, formando asi cadenas de células

(10,20}. .



La esporulacifén usualmente se refiere a la formacidn de es
poras sexuales (ascosporas y_Basidiosﬁoras) asociadas con
c&lulas diferenciadas (asca o basidia) por un proceso que
involucra una reduccibn-~divisibn. La esborulacidn asexual
0 vegetativa ocurre ﬁor formacién de esporas tales como:
conidia, artrosporas, blastosporas, balistos?oras y clami-

dosporas (20,25).

Para la diferenciacibn de las levaduras es necesario estu-
diar ciertas caracteristicas morfolbgicas tomando en cuen-
ta la forma y el tamafioc de las cé&lulas, del micelio, del

pseudomicelio y la produccién de tubos germinales; la for-
ma de reproduccién vegetativa; la forma y el nfimero de las
ascospora§ y 1a formacién de blastosporas, clamidosporas o
balistosporas. Macroscéﬁicamente, estos microorganismos

producen en medios sﬁlidoé colonias pastosas, opacas y con
un didmetro aproximado de 0,5 a 3.0 mm. Algunas de ellas

se caracterizan por ser pigmentadas, aunqué l1a mayoria son

de color crema (10,14,20,24),

Sin embargo, el estu&io de la morfologia de las levaduras
no es suficiente ﬁara su identificacif6n en género y espe-
cie, por lo que es necesaric realizar pruebas bioquimicas.
Estas pruebas se basan en la fermentécién y la asimilacién

de carbohidratos, la utilizacién de diferentes fuentes de



nitrégeno, la produccién de la enzima ureasa, la reduccién

de nitrato, el consumo de oxigeno, etc. (10,12,14,20,30).

Las levaduras crecen en un rango muy ampliq de temperatu- -
ras de 0 a 47°C, aunque la temperatura 6ptima para ellas
es de 20 a 30°C y las variedades patfgenas para el hombre
lo hacen entre 30 y 37°C. Se considera que su crecimiento
mdximo se obtiene en medios Acidos ajustados a un pH entre
3.5 a 3.8 el cual inhibe a la mayoria de las bacterias

(20,27,30).

Debido a su amplia distribucién‘en la naturaleza, las leva
duras son contaminantes comunes de los alimentos y de los
productos fermentados. Aunque la ﬁresencia de estos orga-
nismos se considera normal en muchos broductos, en otros
puede ser causa de su deterioro, es decir, son los respon-
sables de cambios no deseados en alimentos y bebidas, ya
sea durante el proceso o subsecuentemente. Estos cambios
pueden limitarse s6lo a una alteracifn en la apariencia
del producto por el crecimiento de las levaduras. Este de
terioro es comfinmente reconocido debido a la apariciftn de
una capa polvorienta o pegajosa en productos s6lidos, de
una pelicula o de una turbidez en los productos liquidos

(17,22,37).

Los productos metab8licos de las levaduras ocasionan el de



sarrollo de sabores y olores no naturales en el producto,
asfi como un aumento en el ﬁH debido a 1a utilizacibn de &-
cidos orgdnicos importantes en productos fermentados. Mu-
chas levaduras son capaces de utilizar los dcidos léctico,
acético y citrico, que generalmente se emplean como preser
vativos alimenticios y una reduccibdn en la concentracién
de €stos proporciona laé condiciones favorables paravel
deterioro de los alimentos por las bacterias. Ademids, los
preservativos comunes tales como: benzoato, propicnato vy

sorbato también pueden ser utilizados por algunas especies

de levaduras (17,22,37).

Es importante resaltar que no se han registrado intoxica- -
ciones o infecciones causadas por la ﬁresencia de levadu-
ras en los alimentos atin cuando existen levaduras patdge-
nas, a diferencia de los casos con esﬁecies bacterianas y

fngicas (3,17,22).

Entre las condiciones que determinan el crecimiento de las
levaduras sobre los alimentos para contribuir a su deterip
Tro se encuentran: la combosiciﬁn quimica, la acidez o pH,
los nutrientes disponibles y el ?otencial de 6xido-reduc-
cidén en el alimento; 1la temﬁeratura de almacenamiento, 1la
humedad relativa del medio ambiente y del producto, el ti-

po de empaquetamiento, la presencia y concentracitbn de ox1



geno en el envase, la presencia de algunos compuestos inhi

bidores, etc. (17,22,37).

Tomando en cuenta estas condiciones se han realizado estu-
dios recientemente y se ha encontrado que los productos a-
limenticios con una mayor incidencia de contaminacién por
levaduras han sido los productos licteos fermentados. En
este tipo de productos licteos la Gnica forma de conserva-
cidén de 1a leche es la fermentacibn acidificante que reali
zan las bacterias l4cticas. Pero se trata de un protec-
cion de duracibn limitada debido a que un bajo valor de pH

‘no se opone a la invasién por las levaduras (2,36)}.

La produccibén de leches fermentadas la ha venido realizan-
do el hombre desde el principio de los tiemﬁos. La indus-
tria lidctea en la actualidad acidifica la leche introdu-

ciendo ciertos microorganismos y controlando su crecimien-
to y su actividad, mediante la regulacidn de la temperatu -
Ta con el fin de preparar una gran variedad de leches fer-
mentadas entre las cuales se encuentran: leche agria culti
vada, leche bllgara, leche acidéfila, kefir, kumis, skyr,

taette, yogurt y otras muy similares (6,23),

Entre las mis conocidas esti el yogurt que es la forma tra

dicional de leche &dcida de Bulgaria y de los paises 1limi-



tantes. Este producto licteo fermentado es muy popular en
Europa, Asia y Africa y se conoce con diferentes escritu-
ras y pronunciaciones en varias ﬁartes del mundo: yogurt,
yoghurt, yahourt o yaourt y con varios nombres: leben o le
ben raib (Egipto-Arabia), madzoon o matzoon (Armenia), na-
ja (Bulgaria) y dahi (India), pero el producto a excepcibn

de su origen, es esencialmente el mismo (5,13,23).

En muchos paises desarrollados de Asia y Africa, el yogur;.
se produce dejando agriar la leche en forma natural para
después ser consumido por la poblacifén adulta, en mayor
proporcién que la leche fresca entera, En general, se con
sidera como un producto digno de confianza que representa
una fuente adecuada de nutrientes bisicos, que lo convier-

te en un alimento casi completo (13).

El acreditado valor nutritivo del yogurt de aumentar la
longevidad fue conferido por Metchnikoff a la actividad be
neficiosa de sus microorganismos sobre la flora intestinal
de aquellos que lo ingieren. Esta teoria no se acepta ac-
tualmente ya que el valor nutritivo del yogurt se atribuye
a la materia prima que se utiliza ﬁara su ﬁroducciﬁn. El
contenido de proteinas, tiamina y riboflavina es mayor en
el yogurt que en la leche, mientras que el de vitamina A

es menor. En relacidn al contenido de los elementos nutri-



tivos que suministran energia entre el producto y la mate-
ria prima existe poca diferencia, més sin embargorla edul-
coracién del yogurt lo transforma en una mayor fuente de

energia (23).

Actualmente el consumidor en Amé&rica se ha conscientizado
de las excelentes propiedades del yogurt, aumentando asi
su consumo, sobretodo por la adicidnm de .azGcar, fruta y

esencias (13,33),

Tradicionalmente, el yogurt era elaborado con la leche con
centrada por ebullicién, pero hoy en dia es un producto de
la fermentacifn lidctica de leche entera homogeneizada, par
cial o totalmente desnatada con o sin adicifn de sé6lidos

de leche descremada en polvo, utilizando como cultivo ini-

ciador a las especies microbianas de Streptococcus thermo-

philus y Lactobacillus bulgaricus, encontrindose ambas en

una activa relacién simbiftica. Para obtener una consis-
tencia, un sabor y un olor 6ptimos en el yogurt muchos in-
vestigadores aseguran que estos dos organismos deben estar
presentes en la misma proporcidén en el cultivo iniciador,
ya que el predominio de cualquiera de las dos especies

pueden causar alteraciones en el mismo (5,29).

Para la obtencibn del yogurt, la leche se pasteuriza a



87.8°C por 16 segundos o a 82.2°C por 30 minutos. Se en-
fria a 45°C, para despu&s ser inoculado con el cultivo ini
ciador antes mencionado. La leche tibia una vez paéteuri;
zada e inoculada, se empaqueta en envases énéerados o plés-
ticos con tapa de pléstico o de aluminio. La incubacién

se lleva a cabo a 40-459Cy cuando se ha desarrollado 1la
acidez apropiada, ésta sé detiene hacienﬁo circular agua
fria o corriente de aire hasta alcanzar una temperatura

de 16°C, para posteriormente pasar al cuarto frfio a 4°C pa-

ra terminar su enfriamiento (5,13,19).

El producto final debe tener una acidez.no mayor del 1-1,2%,
la cual puede elevarse a un 1.5% durante su distribucién,

Su pH es usualmente de 4.4 a 4.2, aunque puede descender

a 4,0, El yogurt tiene un sabor &cido no intenso; una
textura fina y suave, que va_desde‘un firme gel hasta un 11
quido viscoso, dependiendo de la t&cnica de fabricacidn y -
no debe espesarse demasiado con estabilizadores, porque pier
de sus cualidades refrescantes de sabor. Se ha confirmado
que los fAcidos l4ctico y acé&tico, acetaldehido y otros pro-
ductos secundarios del metabolismo de las bacterias son los
responsables del sabor y del aromo del yogurt siendo el prin

cipal productor de este fenfmeno el acetaldehido (7,13,23).

- 11 -



La forma sencilla del yogurt es la mnatural, pero puede mo-
dificarse por la adicién de fruta o bien, colocando una ca
pa de fruta o conserva en el fondo del envase, con el fin
de que el consumidor termine la mezcla de E€stos al momento
de servirlo o tambié&n utilizando esencias de frutas como
saborizantes. El yogurt de sabor tiene una vida de anaquel

menor que la del yogurt natural (5,13}.

El yogurt puede desarrollar un sabor asbero ¥ un cuerpo es-
beso, como resultado de una excesiva acidez y/o una canti-
dad de estabilizadores. La acidez puede regularse mediante
un cuidadoso control del cultivo iniciador y con un enfria-
miento ripido del ﬁroducto. Los defectos en la textura Yy
la separacién del suero en el yogurtlson causados por una
temperatura de incubacifn excesiva o irregular, un enfria-
miento insuficiente, la falta de cuidado en el manejo del
codgulo o gel y el exceso de estabilizadores o el uso de
los no adecuados, Otro defecto del yogurt es un sabor
amargo, generalmente causado por organismos del agriado

plano, Bacillus subtilus y B. cereus. Estos microorganis-

mos esporulados aerSbicos sobreviven a muy altas tempera-
turas y su habitat natural es el suelo. Las levaduras y

dos mohos también ﬁueden invadir al yogurt natural y al
yogurt con fruta, ﬁorque su bajo ﬁH constituye un ambiente

selectivo para el crecimiento de estos organismos. Adenmés,

- 12 -



_la incorporacidn de fruta y azlcar dentro del yogurt ha am-
pliadoc el riesgo de deterioro por levaduras ya que represen
ta fuentes adicionales de contaminaci6n y de sustratos fer-
mentables. La contaminacién dei yogurt por levaduras se re
conoce generalmente por el desarrollo de una falta de sabor
la pérdida de textura debido a la producci6n de gas y el

abombamiento y explositn del envase. (13,33).

El aire es otro medio portador de microorganismos que oca-
siona la contaminacién en las plantas licteas. E1 limite
permitido de levaduras en el aire es el 0.1 a 10 células
por cada 10 litros. Las princiﬁales fuentes de contamina-
cidén del aire son: el hombre,‘los sistemas de ventilacibn,
el drenaje de piso, la basura y el polvo del exterior de la
planta. Otro factor a tomar en cuenta, por su importancia
en las industrias l4cteas es el contenido microbiano del a-
gua utilizada en la rehidratacién de la leche para la fabri
cacifn del yogurt. Si €sta contiene levaduras capaces de
alterar el producto, aumentari el nfimero de envases estro-

peados al final del proceso y durante su almacenamiento

(6,21,31,32),

El deterioro de los alimentos por levaduras puede ser dis-
minufdo llevando a la practica un control higiénico y mi-

crobiolfgico de las materias primas y durante el proceso,

- 13 -



un almacenamiento adecuadeo con temperatura y niveles de hu-
medad especificos y con el uso del tratamiento térmico y de

agentes preservgtivds apropiados (37).

El procesado aséﬁtico de la fruta que se incorpora en el yo .
gurt, en la nieve y en otros l8cteos se ha venido realizan-
do filtimamente a trav8s de intercambiadores de calor de su-
perficie raspadofa a altas temperaturds,entre 93 yv.121°C .
para después ser vaciada y envaﬁada en récipientes estéri-
les. El proceso antes mencionado ayuda a retener el color
natural y el sabor fresco de la fruta, mantiene una mayor
consistencia, extiende la vida de anaquel y no requiere de

refrigeracién (1,9,11,34,35),

Se ha visto que la ﬁasteurizaciﬁn dei yogurt a una tempera
tura de 58°C ﬁor 5 minutos una vez envasado, © bieﬁ a una

de 65°C por 30 segundos en flujo éontiﬁuo aumentan la vida
de anaquel, evitan una mayor acidificacifn y el desarrollo

de una falta de sabor en el ﬁroducto (15,33).

Cuando el producto se manufactura en condiciones dbtimas de
higiene, el yogurt no debe contener més de una célula de le
vadura por gramo de broducto, y su vida de anagquel debe ser
de 3 a 4 semanas si es almacenado bajo condiciomnes de refri

geracibén correctas (5°C) (33).

- 14



En Australia y los Estados Unidos de Am&rica se han realiza
do estudios analizando muestras de yogurt ﬁara determinar
la presencia de levaduras, inoculando la muestra en agar ex
tracto de malta con oxitetraciclina. Del total de muestras
examinadas el 45% mostraron una cuenta total de levadura ma
yor a 10 células por gramo de producto. Entre las brinci-
pales esﬁecies aisladas e identificadas se encuentran las

pertenecientes a los géneros:'TbTuIOhsis;'KhmyerbmyCes,

- Saccharomyces, Candida, Rhedotorula, Pichia, Debaryomyces y

Sporobolomyces. El desarrollo de estos organismos en el yo

gurt esti relacionado con su habilidad para crecer a tempera
turas de refrigeracif6n fermentar lactosa y sacarosa e hidro

lizar la casefna de la leche (4,33).

Debido al aumento que ha tenido en los Gltimos afios el con-
sumo del yogurt natural y con fruta, se ha queridc enfocar
esta investigacidn al aislamiénto e identificacidn de leva-
duras en el mismo, con el fin de determinar la presencia de
estos microorganismos en el ﬁroducto y la calidad del proce

so de su manufactura.

- 1% =



MATERIALES 'Y METODOS

Para la realizacién de esta investigacién se seleccionaron
al azar un total de 60 muestras de yogurt natural y de yo-
gurt con fruta, envasadas en reciﬁientes de blastico con

tapa de aluminio. Estas muestras Sé obtuvieron en diferen

tes localidades del municipio de Garza Garcia, Nuevo Lebn.
Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Micro-

biologia de la Divisibn de Ciencias Naturales y Exactas de

la Universidad de Monterrey, en el‘pefiodo comprendido en-

- 16. -



tre los meses de‘Enero a Abril de 1983%.

A cada una de las muestras se les realizaron las siguientes
pruebas: cuenta total, aislamiento e ider  ificacibén de leva

duras.

I. RECOLECCION DE LA MUESTRA.

Las muestras se recolectan directamente del lugar de distri

bucibn y se transportan inmediatamente al laboratorio.

II. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Las muestras se homogeneizan invirtiendo ripidamente los en
vases de yogurt {alrededor de 25 veces). Antes de abrir el
envase, se limpia con torunda de algodfén impregnada de eta-
nol la parte exterior que rodea el 4rea de donde serd remo-

vida la muestra,

III. CUENTA TOTAL DE LEVADURAS,
Se preparan diluciones de yogurt 1:2, 1:10, y 1:100 en solu .

¢ién de peptona al 1% estéril, utilizando t€&cnica aséptica.

En cajas Petri conteniendo agar extracto de malta con oxite
traciclina (R-1) se extienden 0.2 ml de cada dilucién utili
zando una varilla de vidrio y estriando con ella en tres

planos & 90°. Se incuban las ﬁlacas a temperatura ambiente

w 1T =



por 4 dias. Se cuentan las colonias en las placas, se mul-
tiplica por la dilucibn y por 5 para obtener el nGmero de

¢élulas por gramo de producto.

IV. AISLAMIENTO DE LEVADURAS.

Las colonias diferentes se subcultivan por estrias en pla-
cas de agar Sabouraud dextrosa para obtener un cultivo puro,
La incubacién se realiza a temperatura ambiente por 4 dias.
Se observan las caracteristicas morfol6gicas de 1a colonia

y los resultados se comparan con la tabla descrita por Ko-

neman y otros (12).
V. IDENTIFICACION..
Una vez obtenidos los cultivos puros se prosigue a realizar

las siguientes pruebas morfol6gicas y bioquimicas:

a) Prueba de tubos germinales.

1. En un tubo de ensayd‘de 13 X 100 mm se colocan 0.5 ml de
suero humano,.

2. Se suspende en el suerc un in6culo muy pequefio de una co
lonia de levadura.

3. E1 tubo se incuba a 37°C‘por 4 horas.

4. Se coloca una gota del suero conteniendo las c&lulas de
levadura en un portaobjetos y se examinan al microscopio

con el objetivo seco débil para observar la presencia de

- 18 -



b)

c)
1.

tubos germinales.

Produccifn de clamidosporas.

Se toma una colonia aislada y se inocula én placas conte
niendo agar harina de mafz (R-2) haciendo 3 cortes para-
lelos con un Angulo de 45° separados 0.30 cm uﬁo del o-
tro. |
Se incuba la placa a temperatura émbiente por 24 a 48 ho
ras.

Se coloca un cubreobjetos en el drea donde se obtuvo cre
cimiento y se observan al microscoﬁio las caracteristi-
cas morfolégicas de las c&lulas de levaduras.

Los resultados se comparan coh la tabla descrita por

Koneman y otros (12).

Producci6n de ureasa.

En un tubo de prueba con caldo urea se coloca un inbculo
grande de una colonia aislada de levadura.

Se incuba a temperatura ambiente por lo menos 72 horas.

Esta prueba se considera positiva cuando el indicador vira

a rosa o rojo.

dy Reducciﬁn'de'nitraté.

1.

Se inoculan las levaduras en tubos conteniendo medio se-



misdlido nitrato indol,
2. Se incuba a temferatura ambiente por 48 a 72 horas.
3. A cada uno de los tubos se les agregan 6 gotas de &dcido

sulfanilice (R-3) y alfa-naftilamina (R-4) y se mezcla.

Esta prueba se considera positiva con el desarrollo de un
color rojo. A los tubos nitrato negativos se debe agregar
zinc¢ en polvo para determinar la presencia de alglin residuo
de nitrato. E1 desarrollo de un color rojo desbués de afia-
dir é} zinc indica una ?rueba real negativa, ﬁuesto que es-
te metal reduce el nitrato a nitrito. Este paso adicional
detecta reacciones falsas negativas; éiendo itil cuando el
organismo a ﬁrobar sintetiza una alta concentracibn de ni-
trato reductasa, la cual degrada el nitrato hasta ion amo-
nio, o Bien; si durante la incubacibn, se reduce totalmente

el sustrato.

e) Fermentacién y asimilacién de carbohidratos.

1. Se afiaden 10 ml del caldo de fermentacibén de carbohidra-
tos (R-5) a tubos de ensayo de 18 x 150 mm con tubos
Durham invertidos. Se estérilizan en autoclave a 121°C
por 15 minutos.

2. A cada uno de los tubos se les agregan con técnica asép-
tica 0.5 mi de los carbohidratos: dextrosa, lactosa,

Maltosa y sacarosa respectivamente, y se inoculan con
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0.2 ml1 de una suspensifn salina de levaduras.

3. Se incuban a temperatura ambiente por 14 dfas.

La produccién de gas demuestra tGnicameiite la fermentacién
de rarbohidratos por las levaduras. El cambio del indica-
dor de pﬁrpura'a amarillo indica ﬁroduccién de fcido y asi-

milaciédn de carbohidratos.

f) Produccidn de ascosporas.

1. Se inocula una colonia aislada de levadura en cajas Pe-
tri conteniendo agar.ﬁara ascosporas (R-7).

2. Se incuba a temperatura ambiente por 5 a 10 dias.

3, Se realiza un montaje htmedo de las levaduras en un por-
tacbjetos vy se deja secar al aire.

‘4, Se tine por el métodec de Kinyoun.

Tincidén de Kinyoun:

1. Se aplica carbolfuchina Kinyoun por 5 minutos (R-8).

2. Se lava con agua destilada,

3, Se lava con etanol al 50%, hasta que se remueva el exce-
so del colorante,

4, Se lava con agua destilada.

5. Se lava con una solucidn acuosa de H,50, al 1% por 3 mi-

nutos.

6. Se agrega azul de metileno (R-9) ﬁdr un minuto.



7. Se lava con agua destilada,

8. Se deja secar al aire y se examina al microscopio con el
objetivo de inmersién para observar la presencia de as-
cosporas &4cido resistentes.

Se identifican las especies de levaduras tomando. como refe-

rencia las claves estindares de identificacién (10,12,16).



(R-1)

(R-2)

REACTIVOS

AGAR EXTRACTO DE MALTA CON OXITETRACICLINA.

El agar extracto de malta se rehidrata de acuerdo a
las instrucciones y se esteriliza a 121°C por 15 minu
tos. El medio se enfria a 45 T 1°C y se afiaden 10 mg

de oxitetraciclina (+) por cada 100 ml1 del medio.

AGAR HARINA DE MAIZ.
Harina demaiZ........'...--....... ----- ‘s e 62-Sg

Agua‘ destilada.I.I.'..'......"..".'l..'.lSOO]O ml

Se suspende la harina de maiz en el agua destilada y
se calienta en bafio de agua a 52°C por una hora. Se
filtra y se llevé a un volumen de 1500 ml con agua
destilada, Se agregaﬁ 19,0 g de agar y se calienta
hasta ebullicibén para disolver. Se esteriliza en au-

toclave a 121°C bor 15 minutos.

(R-3) ACIDO SULFANILICO.

Ac¢idg sUlEaNTLiCO. ey cnmemsammp gy =en oo 8.0 ¢

Acido acCB8ticCO, .. e ncven tesecencvs wesessoes 1000,0 mi

Se disuelve el 4dcido sulfanilico en el Acido acético.

(+) Terramicina, Pfizer.



(R-4) ALFA-NAFTILAMINA.

Alfa-naftila-‘minacoo.-o'oirioq ----- e e 5-0 g

ACidO acstiCOQ.o.v'it'-OIDOGOOOUlonoouc‘ 1000-0 ml

Se disuelve el alfa-naftilamina en al Acido acé@&tico.

(R-S) CALDO PARA FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS.
a) Caldo Base.

PePtona'..|’.-,'.l'.l'.'....-'..........l 10.08

N&Cl...._..

l.'l...._..-IA-..I..'.'..'-l"'l.. 5.0g

EXtTACEO A€ CATTE. .iravernvernneseeenns 3.0 g
NaoH (IM).vesssnsinesn Y PPITTT 1.0 ml

Agua destiladavsvisssvs ssvpssnusmmy s 1000.0 ml

Se mezclan todos los combonentes en el agua destilada

y se disuelve por.ebullicién,

b) Indicador (PGrpura de bromocresol).

Plirpura de bromocresol.....ccoevveceves 0.04 g

Agua destilada.....cicenveservccsnacss . 100.00 ml

Se disuelve el plGrpura de bromocresol en agua destila
da y se ajusta la solucifn a un pH alcalino con NaOH (1N).
Se deja reposar toda la noche., Se afiade a la selucién HC1
(IN) hasta que se alcanza un pH neutro y por Gltimo se agre

ga una gota de 4cido o flcali ﬁara obtener el cambio total
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(R-6)

(R-7)

(R-8)

de color.

.Se afiade 100 ml del indicador.ﬁor cada litro de caldo

base.

SOLUCION DE CARBOHIDRATO.
CATDORIATATO s ¢ e v e e veneeennnesnnnneannn,s 20.0 g

Agua destilada.....coevenccnsrencsonsesas 100.0 m1

Se afiade el carbohidrato al agua destilada. Sevdisuel
ve colocando en bafio de agua a 56°C ﬁor unos minutos.

Se esteriliza por filtracibn.

AGAR PARA ASCOSPORAS.

Acetato de ﬁotasio..........,........... 10.0

g
Extracto de levadura.{...:..,. ....... . m 2.5 g
DXt YOS A, ety e v taassasecasansrpgenanseenes 1.0 g
AP . 4 4 s B b b i P B b i dm BRI ARG RSB B R dd 30.0 g
Agua deStilad@. et eenrnnrerrenrerarennnens 1000.0 ml

Se mezclan los componentes en agua destilada. Se ca-
lientan agitando frecuentemente y se lleva a ebulli-
cién para disolver. Se esteriliza en autoclave a

121°C por 15 minutos.

CARBOL-FUCHINA.,

FHChina basical.qtt.'qu.col-l..pvl.;.-..g- 4‘.0 g
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AlCOhOl etiliCO gs%ncoqciogog;;'v'-r',lg. 20.0 ml

Disolver el colorante en el alcohol y dejar reﬁosar por

24 horas. Afiadir:

Fenol (,COIIC)...,.....-'.-.......o-.-.-.. S.Oml

Apila déstilada.isvssvnssnsnssnaasanes ‘eee 100.0 ml

(R-9) AZUL DE METILENO,

A0l de METILEHD syacmormavaroappranmanny 0.3 g

Alcohol etilico 95%....,0c0v0vevsecasssens 99,0 ml

Disolver el colorante en el alcohol vy aforar a 100 ml

con agua destilada,



RESULTADOS

Se analizaron 60 muestras de yogurt natural y con fruta,

de las cuales un 20% (12) presenté una contaminacidén signi
ficativa por levaduras. El recuento de estos microorganis
5

mos oscilb entre 101 y 107 c&lulas por gramo de producto

(Tabla 1). Por otra parte, se observa en la misma tabla

que un alto porcentaje (80) de las muestras analizadas no

contenian levaduras.

La distribucién del total de muestras estudiadas en rela-
cifn al nGmero de especies aisladas, se presenta en la Ta

bla 2, observindose como combinacibén mixima 3 especies
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por muestra,

En 1la Tabla 3 se agruparon las ruestras en base al tipo de
yogurt analizado (natural y con fruta), encontrindose una
mayor frecuencia de muestras contaminadas por levaduras

(16.66%) en el yogurt que contenia fruta.

Se aislaron un total de 20 cebas de levaduras, de las cua-
les 1la mayorfia se identificaron hasta el nivel de especie

y se distribuyeron en S génerosr'Rhodotorulé-(8), Torulop-

sis (5}, Candida (3), Cr?ﬁtOCOCCUSV(S) ¥ Klﬁyverom}ces (1).

Los géneros Rhodotorula y Toruloﬁsis predominaron en el to

tal de muéstras examinadas en un 13.33% y 8.33% respectiva

mente,



TABLA 1

Cuenta total de levaduras

de las muestras de yogurt

células/gramo

Niimero de nmuestras

% del total
de muestras

18 80.00

1 10t 5 5.00

10l - 10? 4 6.66

102 - 10° 2 3.33

10° - 104 2 3,33

10 - 10° 1 1.66
TOTALES 60

100,00




TABLA 2

Distribucifn del nfimero de muestras analizadas?*

en relacifn al nGmeroc de especies de levaduras aisladas

NGmero NGmero de espe- frecuencia
de muestras cies por muestra porcentual
48 0 80.00

6 1 10.00

4 2 6.60

2 3 3.33
100,00

% Total de muestras: 60




TABLA 3

Frecuencia de muestras contaminadas

en relacién al tiﬁg de yogurt analizado

Tipo de NGmero de . Muestras '

yogurt muestras ‘contaminadas (%5)*
natural 15 2 13.33
con fruta 45 10 22,22

* Frecuencia porcentual de contaminacién en

yogurt analizado,

cada tipo de




TABLA 4

Frecuencia de las levaduras aisladas

en el total de muestras examinadas.

Levaduras aisladas Ntmero de
muestras (%) *
Rhodotoruta sp. 4 6.66
Rhodotorula glutinis 2 3.33
Rhodotorula rubra 2 %5.33
Torulopsis candida 2 3.353
Torulopsis stellata p 3.53
Candida parapsilosis 2 dioa
Cryptococcus terreus 2 3.35
Candida krusei 1 1,66
' Cryptococcus gastricus 1 1.66
Kluyveromyces sp, 1 1,66
Torulopsis sp., 1 1.66

* Porciento del total de muestras.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con el creciente desarrollo tecnolbgico de la industria a-
limenticia cada dia se producen nuevos alimentos o se mejo
ran los ya existentes, incrementindose de esta forma el

riesgo de contaminacidén de los productos a lo largo del

proceso. Por este motivo es importante determinar el con-
tenido microbiano de los alimentos, como lo es el yogurt y
principalmente el yogurt con fruta, ya que se ha converti~

do en un producto de gran consumo.

La importancia de determinar la presencia de microorganis-



mos no proplios en este tiﬁo de ﬁroductos se basa en primer
lugar, en que se'ﬁueden encontrar entre é€stos, gérmenes po-
tencialmente patégenos para el hombre y ﬁor otra parte los
capaces de ocasionar alteraciones indeseables en 1os alimen
tos. Entre los organismos caﬁaces de disminuir la calidad
del producto se encuentran las levaduras; por lo que se con
siderd relevante llevar a cabo en este estudio su recuento

total en el yogurt natural vy con fruta,

Los resultados obtenidos demuestran que un 20% de las mues-
tras analizadas contenfan cifras comprendidas entre 10} y

10°

c€lulas ﬁor gramo de producto y considerando que los 11
mites recomendados que garantizan una alta calidad del pro-
ducto, establecen que el yopurt no debe presenfar mis de
una cé&lula por gramo, se puede concluir que el indice de
contaminacibn es significativo lo que demuestra fallas en

el control microbiolégico durante el procesado de estos a-

limentos.

Debido al bajo pH que caracteriza al ybgurt, éste se con-
vierte en un medio ﬁropicio para el desarrollo de levaduras
Yy si ademfis se considera que la fruta puede constituir has-
ta el 10% del volumen final del yogurt, es esencial que es-
te ingrediente no contenga levaduras viables para evitar

que liegue a ser una fuente imﬁortante de contaminacién.



Tomando en cuenta lo anterior, se recomienda que la fruta
se someta a un tratamiento térmico para eliminar a estos or
ganismos y que se utilice de inmediato para evitar contami-
naciones posteriores durante el almacenamiento. Por otra
parte, la adicién de fruta y azGcar en el yogurt amplfia el
riesgo de deterioro de este producto, pues ademids de repre-
sentar una fuente de contaminacifn, proveen a las levaduras

de sustratos fermentables, -

El desarrollo de las diferentes especies de levaduras en el
yogurt estd en relacidn con las diversas fuentes de contami
nacién y su caﬁacidad para fermentar y/o asimilar los carbo
hidratos que se encuentran ﬁresentes en este producto como
son la lactosa y 1a sacarosa, ﬁor esta razbn es fidcil aso-

ciar a las levaduras lactosa-fermentativas con los produc-

tos lacteos (33).

Es importante comentar que la mayoria de las especies de le
vaduras son capaces de utilizar l1la glucosa y el uso de az(-
car invertida por algunos ﬁroductores de yogurt conduce a

la Presencia de glucosa y fructosa y como resultado del me-
tabolismo bacteriano de la lactosa que contiene la leche se
puede encontrar bajas concentraciones de galactosa. Estos

tres azlcares pueden actuar como sustratos fermentables fa-

voreciendo de esta forma el crecimiento de las levaduras in
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capaces de fermentar los carbohidratos propios del yogurt,

como es Candida krusei (33).

El género que se aisld con mayor frecuencia fue Rhodotorula

(13.33%), cuyos miembros ﬁroducen colonias ﬁlanas, circula-
res, con pigmento carotenoide que varia de amarillo a rojo
(16). Sin embargo, la cuenta total ﬁara estas es?ecies fue
menor a 100 organismos ﬁor gramo de producto, con lo cual
se deduce que ﬁor tratarse de microorganismos oxidativas
son contaminantes incabaces de desarrollarse bajo las condi

ciones anaerbbicas que prevalecen en el yogurt.

La especie TorulbﬁsiS‘candida se aisld en dos de las mues-

tras contaminadas y presentﬁ la mayor cuenta de levaduras,
hecho que confirma que este organismo es caﬁaz de multipli-
carse en este ﬁroducto ﬁues resiste la temperatura de refri
geracién (5°C), utiliza la caseina de la leche y el &cido

lactico y ademis ﬁuede fermentar la sacarosa (33).

Tomando en cuenta que no se realizd la identificacidn hasta
el nivel de esﬁecie de todas las cepas aisladas, se reco-
mienda que en estudios posteriores se lleven a cabo pruebas
adicionales ﬁara lograr la esﬁeciacién de las levaduras,
ademis de tomar en cuenta una serie de factores que pueden

influir en el grado de contaminacifn como bor ejemplo: 1la
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temperatura de refrigeracifn durante el almacenamiento del
yogurt, la capacidad de las levaduras de utilizar preserva-
tivos y la determinacién de las posibles fuentes que permi-
ten la entrada de estos gérmenes al yogurt ya sea durante su
elaboracifn, envasado y almacenamiento, como el aire y el

agua utilizada en 1a rehidratacién de 1a leche en polvo.

En base a lo anteriormente expuesto y de acuerdo a los re-

sultados se pUede concluir lo siguiente:

1. Las muestras analizadas ﬁresentaron un indice elevado de
contaminacitén debido a 1la ﬁresencia de una considerable
variedad de especies de levaduras.

2. La adiciéﬁ de fruta al yogurt Q;menta el riesgo de alte-
raciones al producto.

3. E1 control higi&nico durante la manufactura del yogurt

fue insuficiente,

Por lo tanto, la determinacién de la presencia de levaduras
en la fruta, en otros ingredientes y en el producto final
es un aspecto imﬁortante_del control de calidad del yogurt
tomando en cuenta que este alimento es consumido por el hom

bre.
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RESUMEN

Se determind la presencia de levaduras en yogurt natural y

con fruta, adquiridos en diferentes localidades del munici

pio de Garza Garcia, N.L. Se utilizf para su aislamiento

agar extracto de malta con oXxitetraciclina y se identifica

ron por pruebas morfolbégicas y bioquimicas.

De las 60 muestras examinadas 12 (20%) presentaron contami

nacién por levaduras. Se aislaron e identificaron un to-

tal de 20 cepas pertenecientes a los géneros: Candida, Cryp

tococcus, Kiuyveromyces, Rhodotorula y Torulopsis.
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