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1. RESUMEN

El Yogurt es un tipo de producto lacteo tan antiguo como la humanidad misma, pues en el
siglo 3p. a.c. los sumerios ya lo utilizaban dentro de su dieta.

Actualmente el consumo de este tipo de producto lacteo se ha visto incrementado, ya que,
las propiedades benéficas que se le atribuyen lo han hecho un tipo de producto de facil
comercializacién entre todo tipo de poblacion. Guatemala no ha escapado a este aumento
en la demanda de yogurt.

En nuestro pais es la Comision Guatemalteca de Normas (COGUANOR), la entidad
gubernamental encargada de elaborar las normativas para garantizar a la poblacion que los
productos que adquiere cumplan con los pardmetros internacionales. De tal manera, que al
consultar las normas vigentes, se establecié que no existe una norma especifica para el
yogurt en nuestro pais, lo que dio lugar a la idea de hacer una revision documental de los
requisitos internacionales microbioldgicos con que deba contar este producto lacteo y al
mismo tiempo efectuar los ensayos propuestos para establecer que la metodologia es
funcional y factible de realizar.

El objetivo del presente estudio es entonces establecer las pruebas de andlisis
microbioldgicas que deban realizarse al yogurt que se comercializa en nuestro pais, y que el
mismo sea un aporte parcial para la elaboracion de la Norma Guatemalteca.

Al realizar las consultas pertinentes se pudo establecer que el analisis de control de calidad
del yogurt comprende tres aspectos: Analisis sensorial, andlisis fisicoquimico y analisis
microbiologico. En el presente trabajo de investigacion se llevaron a cabo Unicamente los
ensayos microbioldgicos y en los anexos del trabajo se detalla la metodologia para el
analisis sensorial y fisicoguimico.

Los analisis de control calidad microbioldgicos para el yogurt que se llevaron a cabo fueron
los siguientes: Contenido de microorganismos iniciadores (Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus y Streptococcus salivarius, subsp. Thermophilus), determinacion de coliformes
totales y E.coli, determinacién de patdgenos (S. aureus, Salmonella sp, Shigella sp.),
determinacion de hongos y levaduras; para todas las pruebas realizadas se conto con una
muestra positiva para los microorganismos a analizar, que se tom6 como patron de
comparacion y en la seccion de resultados se presentan en forma de tabla con las
especificaciones que las normativas consultadas exigen para cada una en particular, asi
mismo, en la seccion de anexos se incluyen las marchas bacterioldgicas bien detalladas,
mismas que contribuiran a realizar los ensayos a quien desee realizarlo.

Como conclusién podemos entonces decir, que la hipotesis planteada se cumplid,
pues los ensayos microbiologicos llevados a cabo en una muestra de yogurt fueron factibles
de realizar y son funcionales para el uso que se propone en el presente trabajo de



investigacion.

Sirva entonces el presente trabajo como un aporte parcial para poder elaborar la Norma
Guatemalteca del Yogurt, y como constancia de la contribucién que los trabajos de
investigacion realizados por la Facultad de Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, dan a la poblacion Guatemalteca, y con el mismo contribuyen al desarrollo de
nuestro pais.



2.

INTRODUCCION:

El yogurt, es un producto lacteo tan antiguo como la leche misma; su consumo
ha tenido un incremento muy notable en los Gltimos afios. EI aumento en el
consumo se ha debido a diversos factores, entre los que se mencionan: dietas
saludables o bajas en grasa e intolerancias a lactosa de la leche.

Sea entonces, por moda o por prescripcion médica, este aumento en el consumo
del yogurt, ha obligado a las autoridades de cada pais, a establecer parametros de
calidad para proteger a la poblacién de posibles dafios a la salud si este producto no
es elaborado siguiendo las normas minimas de control de calidad, para ser
considerado como seguro para el consumo humano.

El codex alimentarius, compilacién de normas internacionales para alimentos,
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la FAQ, incluye en su contenido,
los requerimientos de calidad necesarios para el yogurt.

En Guatemala, el consumo de yogurt se ha incrementado en los Gltimos afos;
existiendo en nuestro pais normas para los productos lacteos en general, dentro de
los que se cita al yogurt; pero, no existe una norma especifica para este producto;
existiendo si, una Norma Centroaméricana del Yogurt, redactada por el Instituto
Centroamericano de Ciencia y Tecnologia (ICAITI) en el afio 1978, pero la misma
no ha sido tomada en todo su contexto para el Analisis de Control de Calidad de
este producto lacteo en nuestro pais.

Es importante que en Guatemala se cuente con una norma de aplicacién
obligatoria que detalle o especifique las pruebas de control de calidad con las que
debe cumplir este tipo de producto lacteo, para garantizarle a la poblacion que lo
consume, que el mismo no representa un riesgo para su salud, y que por el contrario
le aportara un beneficio nutricional

El presente trabajo de investigacion es un aporte parcial en esa linea, pues
pretende establecer una metodologia minima de analisis y especificaciones de
control de calidad microbioldgico, que deba cumplir el yogurt que se comercializa
en la Republica de Guatemala, para presentarlo como una propuesta parcial a la
Comision Guatemalteca de Normas (COGUANOR).
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3.  ANTECEDENTES
3.1 ASPECTOS LEGALES:

La Constitucién Politica de la Republica de Guatemala, en el titulo I, capitulo
Unico, articulo 1 dice: Proteccién de la persona. El estado de Guatemala se
organiza para proteger a la persona y a la familia, su fin supremo es la
realizacion del bien comdn. Por otro lado en el Cédigo de salud vigente, Decreto
de estado numero 90-97, el cual fue creado para proteger a la persona y a la
familia, y siendo el goce de la salud derecho fundamental del ser humano, sin
discriminacion alguna, y obliga al estado a velar por la misma, desarrollando a
través de sus instituciones, acciones de prevencion, promocion, recuperacion y
rehabilitacién, a fin de procurarles a los habitantes el mas completo bienestar
fisico, mental y social, reconociendo asimismo, que la salud de los habitantes de
la nacién es un bien publico dice en el titulo unico, capitulo I, Articulo 1: Del
derecho a la salud. Todos los habitantes de la republica tienen derecho a la
prevencion, promocion, recuperacion y rehabilitacion de su salud, sin
discriminacion alguna. Articulo 2: Definicion: la salud es un producto social
resultante de la interaccion entre el nivel de desarrollo del pais, las condiciones
de vida de las poblaciones y la participacion social, a nivel individual y
colectivo, a fin de procurar a los habitantes del pais el mas completo bienestar
fisico, mental y social (1, 2).

En este mismo cddigo en el capitulo V, Alimentos, establecimientos y
expendios de alimentos, seccion I, de la proteccion de la salud en relacion con
los alimentos, dice en el articulo 124: Definicion: Alimento es todo producto
natural, artificial, simple o compuesto, procesado o no, que se ingiere con el fin
de nutrirse 0 mejorar la nutricion, y los que se ingieren por habito o placer, ain
cuando no sea con fines nutritivos; y también en el articulo 127. Otras
definiciones. Para los efectos de este codigo y sus reglamentos, en sus incisos b
y e se entiende por: a) alimento natural procesado, todo producto alimenticio
elaborado a base de un alimento natural que ha sido sometido a un proceso
tecnologico adecuado para su conservacion y consumo ulterior y e) alimento
para regimenes especiales, aquel que se ha elaborado con el fin de satisfacer
regimenes nutricionales especiales, sean estos por razones metabolicas, estéticas
o fisioldgicas y todos aquellos que se ingieran como suplemento nutricional (2 ).

También en este mismo codigo en sus articulos 128. Del derecho de la
poblacién. Todos los habitantes tienen derecho a consumir alimentos inocuos y
de calidad aceptable. Para tal efecto el ministerio de Salud y demas instituciones
del Sector, dentro de su ambito de competencia, garantizaran el mismo a través
de acciones de prevencién y promocién; 129. Formulacion de politicas y
programas. El ministerio de salud en coordinacion con las demas instituciones
del Sector, serd el responsable de formular las politicas y estrategias
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relacionadas con la proteccion e inocuidad de los alimentos. En este contexto se
crea el programa nacional de alimentos, con la participacion de los ministerios
con responsabilidad en el control de alimentos., de las municipalidades, del
sector privado y otras organizaciones que representen a los consumidores,
creando mecanismos que aseguren la coordinacion institucional y 130. Ambito
de las responsabilidades. EI ministerio de salud y otras instituciones de manera
coordinada desarrollan diversas funciones y entre las que interesan al presente
trabajo estan: incisos a) Al ministerio de salud le corresponden las de
prevencién y control en las etapas de procesamiento, distribucion, transporte y
comercializacion de alimentos procesados de toda clase, nacionales o
importados (2).

La republica de Guatemala, cuenta también con LA LEY DE PROTECCION
AL CONSUMIDOR Y USUARIO, que fue creada para la defensa de
consumidores y usuarios para garantizar la salud, seguridad y legitimos intereses
econdémicos de los usuarios; y Guatemala adquirié el compromiso de aplicar y
cumplir las directrices para la proteccion del consumidor aprobadas por la
Asamblea General de la organizacion de Naciones Unidas, y esta define el
quehacer de los gobiernos para la concrecion de una efectiva proteccion y
salvaguarda de los derechos e intereses legitimos de los consumidores y esta ley
cita en el capitulo I, disposiciones generales, articulol: Objeto. Esta ley tiene
por objeto promover, divulgar y defender los derechos de los consumidores y
usuarios, establecer las infracciones, sanciones y los procedimientos aplicables
en dicha materia. Las normas de esta ley son tutelares de los consumidores y
usuarios y constituyen un minimo de derechos y garantias de carécter
irrenunciable, de interés social y de orden publico (3).

Esta misma ley en el capitulo 11, Consumidores, usuarios y proveedores, seccion
I, Derechos de los consumidores y usuarios, en el inciso a), establece: la
proteccion a su vida, salud y seguridad en la adquisicion y uso de bienes y
servicios (3).

Por otro lado, la obligacion del Estado de Guatemala de velar por la salud de sus
habitantes, lo ha llevado a la elaboracion de normar sanitarias, a traves del
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, Departamento de Regulacion,
vigilancia y control de la salud, Departamento de regulacién y control de
alimentos, que ha establecido la NORMA SANITARIA PARA LA
AUTORIZACION Y CONTROL DE FABRICAS PROCESADORAS DE
LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS, que establece en el articulo 3y, inciso 4.6:
ELABORACION DE PRODUCTOS LACTEOS: que la elaboracion debe ser
supervisada por personal técnicamente competente, y cita ademas las
condiciones en las cuales se debe llevar a cabo el proceso, y los requisitos que
debe llenar una fabrica de este tipo de producto, entre los que se encuentra el

yogurt ( 4).

Esta misma norma siempre en el articulo 3y, inciso 4.12, PROCEDIMIENTOS
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DE MUESTREO Y CONTROLES DE LABORATORIO, establece las
condiciones para realizar estos controles y los procedimientos a seguir,
observando la metodologia de analisis de laboratorio, ajustada a métodos
normalizados en Guatemala, y otros reconocidos internacionalmente; este
mismo articulos cita que debe evitarse que los ingredientes o el producto
terminado se contaminen con agentes patdgenos procedentes del laboratorio, la
designacion de una persona debidamente capacitada y con experiencia que se
encargue de la aplicacion apropiada de los procedimientos de muestreo y ensayo

(4).
32 ASPECTOS TEORICOS:
3.2.1 GENERALIDADES:

Definicion: El yogurt es un producto obtenido a partir de la leche, entera o
descremada, habitualmente de vaca, aungue a veces se elabora con leche de
cabra o de oveja, higienizada o de una mezcla higienizada de esta con
derivados lacteos, fermentada por la accion de Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus y Streptococcus salivarius, subsp. Thermophilus, los cuales
deben ser viables, abundantes y activos hasta el final de su vida util, y de cuya
fermentacidn debe resultar un liquido suave y viscoso, o un gel suave y
delicado, de textura firme, uniforme, con la minima sinéresis y con sabor
caracteristico (5, 6, 7).

La fermentacion para prolongar la vida Gtil de la leche probablemente sea tan
antigua como la propia explotacion del ganado lechero. Se cree que las cabras
y las ovejas fueron los primeros animales en ser domesticados en el Oriente
proximo alla por los afios 900 a. C. Las leches fermentadas, que incluyen el
yogurt, el suero de mantequilla, la leche &cida y el kéfir, productos de
consistencia semisolida en los que el fendbmeno méas importante es la
transformacion de la lactosa de la leche en acido lactico u otros componentes
debido a la accion de microorganismos especificos que se inoculan en la
leche; se diferencian del queso en gue en su elaboracion no se utiliza cuajo y
en que el espesamiento que se produce es el resultado de la acidificacion por
bacterias &cido lacticas. La formacion de &cido lactico produce una
acidificacion que modifica el estado coloidal en el que se encuentran las
proteinas de la leche, formando un coagulo que es el responsable de la
consistencia caracteristica final. Ademas de la transformacion de la lactosa, se
producen fendmenos de protedlisis y lipolisis por accion microbiana y
enzimatica, que confieren a los derivados unas determinadas caracteristicas
nutricionales y que también determinan su aroma, sabor y consistencia (8,9).

El yogurt, cuyo nombre deriva del vocablo turco jugurt, es la leche fermentada
que mas abunda hoy dia en el mundo occidental donde su popularidad deriva
mas de su sabor y de su versatilidad que de sus propiedades de conservacion

(8).

13



Los cultivos de yogurt pueden presentar problemas de crecimiento lento o
incluso nulo, debido a la presencia de antibidticos en la leche; por lo tanto, el
primer requisito previo de cualquier leche que deba ser utilizada en un proceso
de fermentacion es que, debe estar exenta de agentes antimicrobianos. Estos
podrian ser restos de antibidticos segregados en la leche como consecuencia
de la quimioterapia de la mastitis o de desinfectantes aportados a la leche por
sistemas inadecuados de limpieza de los utensilios en la granja o en la
lecheria. La inhibicion del cultivo iniciador no s6lo podria ocasionar pérdidas
econdmicas, sino que posiblemente permitiria que creciesen organismos
patogenos (8, 10).

Existen evidencias que ciertas bacterias especificas usadas en la fermentacion

de productos de consumo diario como el yogurt, catalogadas como microflora
intestinal sana, poseen altas propiedades antipatogénicas y antiinflamatorias.
Estos microorganismos estan asimismo, involucradas con una alta resistencia
a la colonizacién de bacterias patdgenas en el intestino, lo cual ha dado paso
para introducir una novedosa intervencion terapéutica y profilactica basada en
el consumo de productos cultivados con microorganismos vivos llamados
probidticos, definiéndose probidticos como microorganismos Vvivos cuya
ingestion en namero suficiente es saludable y nutritivo; siendo el yogurt uno
de los productos llamados probidticos (11, 12).

Existen tres tipos principales de yogurt: firme, batido y liquido, aunque se
pueden mencionar algunos otros como congelado, deshidratado, etc., cada uno
de ellos en forma natural o adicionada con sabores o con fruta. Los tipos de
yogurt rigido y batido tienen alto contenido en sélidos (14 a 18 %) y en lo
unico que varian es en el proceso de elaboracion. Por lo general, para
aumentar el contenido de sélidos, el aumento de concentracion se hace por
evaporacion, ésmosis inversa, ultrafiltracion y adicion de leche descremada en
polvo (libre de inhibidores y Low Heat) (8,13, 14, 15).

Su composicién incluye diversos componentes; siendo el principal
responsable del sabor el acetaldehido (etanal), por lo que para darle el sabor
correcto al yogur debe estar presente en concentraciones de 23-41 mg/kg ( pH
4.2-4.4). Su acumulacion es consecuencia del hecho de que ambas bacterias
carecen de la enzima alcohol deshidrogenasa, por lo cual son incapaces de
transformar el acetaldehido en etanol (8, 16, 17, 18).

Las personas que sufren de intolerancia a la lactosa no presentan sintomas
cuando consumen yogurt, principalmente si consume yogurt entero en lugar de
desgrasado, a pesar de que este producto puede contener hasta 5.75 % del
disacarido; ayudando en la digestion de lactosa, pues, su consumo reduce la
produccidn de gas, ya sea que se consuma s6lo o que se incluya carne durante
su ingestion; siendo la razon probablemente que las mismas bacterias
suministran la lactasa necesaria para la hidrélisis del azlcar aun dentro del
tracto intestinal del consumidor (12, 19, 20).

La fermentacion acida lactica, el proceso responsable de la produccion de
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productos lacteos fermentados entre los que se incluye el yogurt, es una de las
vias tradicionales de conservacion de la leche, y el consumo del yogurt ha sido
considerado por largo tiempo como benéfico para la salud humana.
Metchnikof (1908) propuso que la longevidad de los bulgaros era en parte
debido al rutinario consumo de yogurt. Estudios epidemioldgicos y en
animales, ha demostrado también, que los productos lacteos fermentados
producidos con bacterias &cido lacticas, reducen la incidencia de tumores.
Algunas bacterias &cido lacticas han mostrado ser antagonistas de
microorganismos putrefactores del intestino por introduccion de un ambiente
acido, alterando la flora intestinal, reduciendo compuestos mutagénicos en el
intestino y estimulando a los responsables de la inmunidad de la mucosa. Por
otro lado, algunos componentes de la leche como el calcio, vitamina D,
vitamina A y &cido linoléico conjugado, han mostrado jugar un papel como
preventivos de cancer (21, 22).

Estudios sobre Helicobacter pilory una bacteria Gram negativa, que puede
colonizar el epitelio del antrum estomacal y que sobrevive en ambientes
acidos, bacteria también reconocida como causante de gastritis cronica,
asociado como un factor importante en el aparecimiento de Ulcera péptica
estomacal; asi mismo considerado un factor de riesgo en el aparecimiento de
enfermedades gastricas malignas como linfomas y adenocarcinomas gastricos,
demostraron que el consumo durante 6 semanas de una preparacion de yogurt
conteniendo variedades de bacterias probidticas, fueron efectivas para
suprimir la infeccion debida a esta bacteria; asi mismo se ha demostrado que,
el consumo cronico de yogurt de cultivos de bacterias vivas, disminuyen la
mala digestion en personas con mal absorcion de lactosa, pacientes en los
cuales el consumo de yogurt fresco incrementa la produccion de butirato y
propionato, lo cual puede disminuir el metabolismo de glucosa y lipidos por
largo tiempo, siendo por esto mismo beneficioso en personas que no muestran
mala absorcion a la lactosa ( 23, 24, 25, 26 ).

3.2.2 ESPECIFICACIONES Y ADITIVOS:

Contenido de grasa: El contenido de grasa, adecuadamente homogenizada
tratandose de yogurt entero, tiene una importante contribucion en la
viscosidad, textura y apariencia de producto y coayuda a evitar la sinéresis. El
codex alimentarius especifica un contenido minimo de grasa e 3 % para el
producto entero y menos de 0.5 % para el yogurt descremado. (5, 6, 7, 14, 18,
27, 28).

Soélidos no grasos: El contenido minimo de s6lidos no grasos de la leche es
variable, pero nunca debe de ser menor de de 8.5 %, pues, de lo contrario,
puede tener una consistencia demasiado suave y una estructura del gel muy
débil. La concentracion de solidos también tiene una relevancia nutricional,
concentrandose la leche hasta un contenido de sélidos totales de 15-18% (5, 6,
7,14, 18, 27, 28).
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Acidez: El pH va de 3.7- 4.7 y la acidez varia de 0.8 a 1.4 % expresada como
acido lactico (5, 6, 7, 8, 14, 28).

Edulcorantes: El alto nivel de acidez del yogurt natural no es del agrado de
muchos consumidores; por esta razon, frecuentemente se le afiaden agentes
edulcorantes de los cuales el mas utilizado es la sacarosa, aunque también se
utilizan miel de abeja, jarabe de maiz y edulcorantes dietéticos como el
aspartame y la sacarina. Una posibilidad importante es la utilizacion de la
enzima lactasa, la cual hidroliza la lactosa en sus dos componentes mas
dulces: glucosa y galactosa sin aumentar el valor calérico del producto. Segun
el Codex para leches fermentadas aromatizadas, el contenido de ingredientes
no lacteos, sera de un méximo de 50 % m/m; y segun la Norma
Centroamericana para el yogurt, como sustancias edulcorantes sélo se
permitira el agregado de azucar blanco sin refinar, azlcar refinado y miel de
abejas (5, 6).

Saborizantes y colorantes: los sabores utilizados son miel, vainilla, café,
sabores de frutas, etc. y los colores permitidos por la FDA (5, 6, 7, 14, 29).

Frutas: los yogures de frutas se elaboran con mermeladas, pulpas, jarabes y
fruta fresca. La fruta se puede adicionar primero en el fondo del envase para el
yogurt tipo rigido o puede mezclarse con el producto para la elaboracion del
yogurt tipo batido o liquido (14, 29, 30).

Estabilizantes: En algunos paises el uso de estabilizantes no esta permitido;
sin embargo, su uso confiere mayor estabilidad al producto ya que mejora el
cuerpo, la textura, la sensacion tactil en la boca y la apariencia del yogurt, ya
que evita la ruptura del gel y la consecuente sinéresis (separacion del suero).
Los estabilizantes a usar deben ser seleccionados cuidadosamente para obtener
las propiedades deseadas en el yogurt, ya que, distintos estabilizantes tienen
diferentes propiedades. Por lo general, se utilizan mezclas de estabilizantes
para obtener los resultados esperados. Algunos de los estabilizantes usados
son pectina, gelatina, carragenina, alginatos, goma guar, goma de algarrobo,
almidones y féculas, etc. (14, 27, 30).

Actualmente se utilizan cepas de bacterias de Lactobacillus bulgaricus y S.
thermophilus productores de gomas que son de naturaleza glucosidica o
glucoprotéica con lo cual se elimina la utilizacion de estabilizantes (14).

Para evitar que el producto sea de consistencia arenosa debido a las proteinas

desnaturalizadas, la leche debe ser deshidratada a bajas temperaturas (Low
Heat) o cuando menos debe ser Medium Heat, pero nunca High Heat (14).
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3.2.3 MICROBIOLOGIA DE LA FERMENTACION:

Lactobacillus delbruecckii ss. Bulgaricus es un bacilo homofermentativo
grampositivo, largo, no mévil, el cual produce acido D — (-) lactico. Es capaz
de fermentar fructosa, galactosa, glucosa y lactosa, pero no asi maltosa y
sacarosa. Puede crecer a temperaturas superiores a 45 °C, pero normalmente
tiene su Optimo crecimiento entre 40 y 43 ° C, no es capaz de crecer a
temperaturas menores de 15 °C. Tiene la habilidad de crecer a pH inferiores a
5.0, y presenta metabolismo fermentativo aun en presencia de aire. En tanto,
Streptococcus salivarius ss. Thermophilus es una bacteria grampositiva,
esférica, la cual se observa en pares o en cadenas, es homofermentativo y
produce acido | — (+) lactico a partir de glucosa, fructosa, lactosa o sacarosa.
Tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de 40 a 45 °C, aunque puede
crecer hasta 50 °C, pero no a menos de 20 °C. Se ha reportado para ambas
bacterias que su temperatura 6ptima de crecimiento es inferior de 2 a 8°C a la
temperatura 6ptima para la produccion de acido lactico en leche, que es quien
proporciona los requerimientos nutricionales complejos. (15, 31, 32, 33, 34)

Ambas bacterias transforman la lactosa a acido lactico, con la formacién de
pequerias cantidades de otros metabolitos. El acido lactico es el responsable
de la formacioén del coagulo, firmeza y sabor acido caracteristicos del yogurt.
Esta acidez también inhibe el crecimiento de otras bacterias, por ejemplo, las
patogénicas Salmonella y S. aureus, y algunos microorganismos que
deterioran el producto. L. Dellbrueckii ss. bulgaricus produce ademas
peréxido de hidrdgeno, bulgaricano y otro biocida de naturaleza no proteica,
los cuales también inhiben el crecimiento de algunos microorganismos
indeseables; asi mismo, numerosos estudios sugieren los beneficios
terapéuticos de las bacterias productoras de &cido lactico para un intestino
saludable. Se ha observado también, que Campylobacter jejuniy E. coli son
incapaces de sobrevivir en el yogurt. La actividad de los cultivos lacticos es
muy importante en los procesos lacteos ya que de ésta depende en gran parte
el tiempo de proceso y la deteccion de contaminantes. (35, 36, 37, 38, 39, 40,
41).

3.24 FACTORES DE CALIDAD:

La calidad se define como la importancia o cualidad de una cosa. El control
de calidad por lo tanto, son los pasos o procedimientos para determinar si un
objeto, producto, etc. posee la calidad que se le atribuye.

Al evaluar la calidad de un alimento es necesario determinar la presencia de
microorganismos, compuestos toxicos, otros contaminantes, etc. existiendo
normas para ello. Un rubro importante es la sanidad para delimitar en lo
posible, la presencia de microorganismos y toxinas que causen dafio en el
consumidor y/o el deterioro del alimento, y también otros procesos para
garantizar la calidad de un producto. El yogurt no es la excepcion, y para
garantizar la calidad, es necesario seguir varios pasos antes y después del
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proceso de fermentacion.
2.2.4.1 Acondicionamiento de la leche:

El primer paso en la manufactura de este producto es la pasteurizacion
de la leche. Este paso tiene como objeto eliminar la flora asociada a la
leche, dejando asi un medio adecuado para el cultivo de las bacterias
del yogurt, libre de competidores y microorganismos indeseables; para
a continuacion realizar el proceso de produccién como se explica a
continuacion:

A) Ajuste de solidos: Este se realiza por diferentes metodos
dependiendo de la materia prima, si es leche bronca o descremada;
para aumentar solidos no grasos (mayor a 8.5 % existente en la leche
recién ordefiada) y la forma mas sencilla de conseguir este incremento
consiste en la adicion de leche desnatada en polvo o de leche entera en
polvo dependiendo de que se necesite un producto convencional o un
producto pobre en grasa (14, 18, 29, 35, 43, 44, 45)

B) Tratamiento térmico: Antes de la adicion del cultivo iniciador la
leche es calentada a 80 — 90 grados centigrados entre 10 y 30 minutos,
con lo cual se eliminan practicamente los organismos contaminantes
de la leche, se eliminan los inhibidores de crecimiento como las
lacteninas, se desnaturalizan las proteinas solubles (lactoalbuminas y
lactoglobulinas) formando compuestos, sulfhidrilos, péptidos,
aminoacidos libres y disminuir el potencial de oxido reduccion. El
calentamiento también favorece reacciones mutuas entre las proteinas
séricas, 0 proteinas del suero de la leche, y la caseina que aumentan la
viscosidad del producto, estabilizan el gel y limitan la sinérisis (14, 18,
35, 44, 45, 46).

C) Homogenizacion: Si se deja reposar, la grasa de la leche se separa
para formar una capa de nata. Para evitar esto, la leche es
homogenizada obligdndola a pasar a presion, tipicamente a 100-200 kg
/cm a 50 - 60 grados centigrados, a través de un pequefio orificio con
el fin de reducir el tamafio de los globulos de grasa a un tamafio menor
a 2 milimicras. La homogenizacion mejora la estabilidad del producto,
aumenta la viscosidad de la leche y también contribuye a que parezca
mas blanca a medida que aumenta el nimero de nucleos que reflejan la
luz (18, 43, 47).

D) Aditivos: Los estabilizantes y la base del yogurt que contiene el
color, saborizante y edulcorante, generalmente se adicionan durante el
ajuste de solidos; y en el caso de la fruta el agregado dependera del
tipo de proceso que se utilice (18).

E) Fermentacion: la temperatura de fermentacion que se utiliza es de
45 a 48 grados centigrados, para obtener una acidez de 0.9 a 1.1 %
como acido lactico; otras literaturas reportan 0.8 a 1.4 % como &cido
lactico y un pH entre 3.7 y 4.6; un tiempo de 2.5 a 3 horas, utilizando
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el 3 % de indculo como iniciador el cual contiene las bacterias lacticas
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus en relacion de
1:1. Terminada la fermentacion y efectuadas las operaciones para
obtener el producto terminado y envasado, este se debe mantener en
refrigeracion unas 24 horas a una temperatura de 3 a 5 grados
centigrados para afirmar la consistencia del gel antes de su
comercializacion (18, 29, 43, 44).

F) Envasado y conservacion: Generalmente los envases utilizados para
el yogurt son de poliestireno, los cuales retnen las condiciones
sanitarias para la conservacion del producto. Cuando la fermentacion
es completa, el yogurt se enfria hasta 15 — 20 grados centigrados antes
de la adicion de frutas y de los sabores y antes del envasado. El yogurt
se conserva en buenas condiciones sanitarias para su consumo de 3 a 5
semanas, siempre que se mantenga en condiciones de refrigeracion (De
3 a 5 grados centigrados). El yogurt no se debe pasteurizar puesto que
el almacenamiento bajo refrigeracion detendra el crecimiento de los
organismos del cultivo iniciador. Sin embargo, durante el
almacenamiento la acidez seguird aumentando lentamente (18, 48)

G) Microorganismos: Por su acidez y su pH bajo (habitualmente 3.8 —
4.2), el yogurt es un medio hostil para los organismos patdgenos, los
cuales no creceran ni sobrevivirdn adecuadamente. El yogurt es
alterado por organismos acidodricos tales como levaduras o mohos.
Las normas consultivas relativas a la calidad microbiologica han
indicado que un yogurt satisfactorio debe contener mas de 10 a la ocho
ufc/gramo de organismos del cultivo iniciador, menos de 1
coliforme/gramo, cero colonias de Salmonella, S. aureus, menos de 1
moho/gramo y menos de 10 levaduras/gramo (es posible que el yogurt
que contiene fruta contenga hasta 100 levaduras/gramos y siga siendo
de calidad satisfactoria) (48).

La Salmonella y la Shigella se consideran potencialmente patogenas
para el hombre; aunque las normas consultadas indican que el género
Shigella no es investigado en el yogurt, no asi el género Salmonella
que si investiga. Estos microorganismos no se encuentran inicialmente
en los alimentos, pero puede ingresar a los mismos a través de
personas portadoras, resisten temperaturas de 25 grados centigrados e
inferiores. El tiempo de sobrevivencia varia segun el alimento de que
se trate. No se usan mucho las técnicas serologicas para identificacion
en los laboratorios de microbiologia de alimentos (48).

Estafilococos: Pertenecen a la familia de los Micrococaceae y se
distinguen tres especies: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis y Staphylococcus saprophiticus. Son cocos de 0.5-1 micras
de didmetro, agrupados en racimos, son Gram positivos, no moviles.
Crecen bien en cultivos ordinarios en condiciones aerobias, forman
colonias grandes y cremosas de 13 mm. Para su aislamiento se usan
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medios que contengan inhibidores para otras bacterias, como cloruro
de sodio al 7.5% (Medio Champan) o bien el telurito potasico (Medio
Baird-Parker). Estas bacterias pueden producir pigmentos
carotenoides, de ahi la denominacion de aureus, citreus y albus, segun
el color de cada colonia. El anélisis de estafilococos se efectla por
dos razones fundamentales: 1. Intoxicacion alimentaria por alimentos y
2. El riesgode la formacién de toxinas. Staphylococcus aureus es un
buen indicador de los métodos de limpieza y desinfeccién usados en la
industria de los alimentos. La presencia de Staphylococcus aureus en
un alimento por si sola no es la causa de un brote de intoxicacién
alimentaria. Es conveniente demostrar la presencia de otras
enterotoxinas. En alimentos manipulados contaminados el periodo de
incubacién serd menor a cuatro horas después de la ingestion
(diarreas, deshidratacion y vomitos). La presencia de S. aureus en
ciertos alimentos reviste importancia por tratarse de un
microorganismo parasito del hombre y animales superiores y por su
capacidad para producir, en determinadas condiciones, una poderosa
enterotoxina. Cuando se pone de manifiesto en algin alimento, se
puede asociar este hecho con una exposicion a la contaminacién por
humanos durante su manejo y de modo eventual a una contaminacion
de origen si el animal de donde proviene el alimento sufria alguna
infeccion pidgena. La situacion adquiere mayor significado cuando el
nimero encontrado de microorganismos es superior a 100 por mL o
gramo de alimento, y se trata ademas de cepas coagulasa positiva.
Esta Gltima circunstancia da al microorganismo un riesgo especial pues
se sabe que todas las cepas formadoras de enterotoxinas coagulan el
plasma (14).

Hongos y levaduras: Los hongos tienen un pH mas bajo que la
mayoria de las bacterias. Ademas, tanto las levaduras como los
hongos precisan para su crecimientos cifras de actividad acuosa mucho
menores que las bacterias. Las necesidades nutritivas de la mayor parte
de los hongos son sencillas toda vez que pueden crecer en medios de
sales inorganicas, con la condicién de encontrar en los medios,
carbohidratos, como fuente de energia. Sin embargo, algunos hongos
precisan vitaminas- especialmente el complejo B- asi como otros
factores de crecimiento, que generalmente se aportan al suplementar el
medio con 0.1% de extracto de levadura (48).

3.3 ASPECTOS METODOLOGICOS:

El analisis de control de calidad del yogurt comprende tres aspectos relevantes
gue son Evaluacion organoléptica, Analisis Fisicoquimico y Analisis
Microbiologico, tomando como base la revision de normas de otros paises como
Colombia, México y la Norma Centroamericana del Yogurt, elaborada por el
ICAITI.
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A continuacion se enumeran las pruebas necesarias que deben realizarse al yogurt
segun la bibliografia y normas consultadas, experimentalmente se realizaron las
pruebas microbioldgicas, en los anexos del trabajo se incluye la metodologia para
el Andlisis organoléptico y Fisicoquimico.

3.3.1 Evaluacion organoléptica del yogurt: (5, 6, 7, 14, 48).

3.3.1.1  Aspecto: uniforme, liso brillante, consistencia
3.3.1.2  Sabor: Grado de acidez
3.3.1.3 Olor

3.3.2  Evaluacién fisicoquimica: (5, 6, 7, 14, 48, 49, 50).

3.3.2.1  Acidez como acido lactico.
3.3.2.2  Contenido de grasa

3.3.2.3  Solidos totales y solidos no grasos
3.3.2.3 Reduccién de azul de metileno.
3.3.25 Prueba de la fosfatasa alcalina.

3.3.3  Evaluacion microbioldgica: (5, 6, 7, 8, 14, 48, 51).

3.3.3.1 Contenido de microorganismos iniciadores.
3.3.3.2  Determinacion de organismos coliformes.

3.3.3.3  Determinacion de patogenos: S. aureus, Salmonella sp. y
Shigella sp.
3.3.3.4  Determinacién de hongos y levaduras.
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4. JUSTIFICACION

El yogurt un producto cuyo consumo se ha visto incrementado en
nuestro pais, y cuya produccion, si no se realiza con cuidado, puede dar
lugar a contaminaciones que afecten a quien lo consume. Nuestro pais
carece en la actualidad de una Norma Oficial para este tipo de producto
lacteo, siendo importante aportar una propuesta al estado de Guatemala,
para la proteccion de la salud de sus habitantes. La ausencia pues, de una
norma especifica para este tipo de producto lacteo, justifica llevar a cabo esta
investigacion, la cual propone las pruebas microbioldgicas minimas
necesarias que deban realizarsele, asi como los rangos permitidos para cada
parametro, para considerarlo como seguro y apto para consumo humano, y
de esta forma contribuir parcialmente a elaborar la Norma Oficial
Guatemalteca.

Guatemala, en el Tratado del Libre Comercio que se firmo durante el
afio 2006 con Estados Unidos de América, Republica Dominicana y el resto
de paises de Centroamérica, se compromete a propiciar una politica de
mejoramiento en las metodologias analiticas existentes. De esta cuenta, el
implementar una Norma Oficial para el yogurt, garantizaria que este proceso
se lleve a cabo y permitiria que el sector industrial del yogurt sea
competitivo a nivel internacional. De este modo también se generaria una
fuente de trabajo permanente pues se necesitaria personal calificado para
realizar los analisis bacterioldgicos a este tipo de producto lacteo, y se
lograria la confianza y seguridad para el consumidor guatemalteco y de los
paises a donde se exporte el yogurt producido en Guatemala.
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5. OBJETIVOS

5.1 Generales:

5.1.1 Establecer una metodologia de analisis microbiolégico para el yogurt que se
comercializa en Guatemala.

5.1.2 Contribuir parcialmente a la elaboracion de la Norma Oficial Guatemalteca para
el yogurt.

5.2 Especificos:

5.2.1 Determinar por medio de una revision documental las pruebas de control de
calidad microbiolégicas que se deban realizar al yogurt para considerar este
como un producto adecuado para el consumo humano.

5.2.2 Describir las monografias de las pruebas para realizar el control de calidad
microbiologico para el yogurt.

5.2.4 Determinar mediante una revision documental las especificaciones de cada
parametro a evaluar.

5.2.5 Comprobar experimentalmente que las pruebas propuestas para el control de

calidad microbiologico del yogurt que se comercializa en la Republica de
Guatemala, son factibles de realizar.
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6. HIPOTESIS
Las pruebas propuestas para evaluar la calidad microbioldgica del yogurt que se

comercializa en la Republica de Guatemala, son funcionales y realizables a todo
tipo de yogurt.
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7.1

7.2

7. MATERIALES Y METODOS

Universo de trabajo:

7.1.1  Norma Guatemalteca para productos lacteos.

7.1.2  Norma Centroamericana para el Yogurt.

7.1.3  Norma Colombiana para el yogurt.

7.1.4  Normas ISO para productos lacteos.

7.1.5  FDA Bacteriological Analytical Manual (AOAC)

7.16  Cepas de E. coli, S. aureus, Salmonella sp., proporcionadas por El
laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos y Microbioldgicos (LAFYM), de la
Facultad de Ciencia Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de
Guatemala.

7.1.7  Muestra de Yogur comercial, tipo natural.

Materiales:

7.2.1 Beakers,

7.2.2  Earlenmeyers

7.2.3  Probetas

7.2.4  Pipetas seroldgicas

7.2.5 Porta objetos

7.2.6  Incubadora

7.2.7  Medios de cultivo segun la AOAC

7.2.8  Tubos de ensayo

7.29  Tubos Durham

7.2.10 Balanza analitica

7.2.11 Balanza semianalitica

7.2.12  Potenciometro

7.2.13 Centrifuga

7.2.14  Gradillas para tubos de ensayo

7.2.15  Matraces aforados de 50-1000 ml.

7.2.16  Pipetas automaéticas de 25 microlitros a 1 ml.

7.2.17  Agitadores de vidrio

7.2.18  Tapones libres de fenol

7.2.19 Frascos goteros

7.2.20  Fuente de luz fluorescente
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7.3 Métodos:

7.3.1.

7.3.2

Disefio de la Investigacion: Estudio documental y experimental que
propone una metodologia de control de calidad microbioldgico para el
yogurt que se comercializa en la Republica de Guatemala. Los ensayos
para probar la metodologia propuesta se llevaron a cabo en las
instalaciones de El Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos vy
Microbiol6gicos

Evaluacion microbiologica:
Preparacion de diluciones: Preparar una dilucion 1:10 de la muestra
utilizando como diluyente el indicado para caso en particular, para lo cual
se pesan 25 gramos de la muestra 'y 225 ml. de diluyente. De esta dilucion
inicial se preparan todas las diluciones necesarias para cada identificacion
en particular. (Foto No. 1).
7.3.2.1 Contenido de microorganismos iniciadores: S. thermophilus y

L. delbrueckii subespecie bulgaricus (8, 55).

Materiales y métodos:

Materiales:

a) Caldo lactosado estéril.

b) Yogurt natural.

¢) Medio de Lee.

d) Espétula de vidrio estéril.

e) Frasco con tapdn de rosca de 500 ml. de capacidad.

f) Pipeta graduada de 2 ml.

g) Cuchara estéril.

h) Incubadora.

i) Campana de flujo laminar.

Procedimiento:

El cultivo iniciador se afiade en una proporcion de
aproximadamente el 2% en volumen para proporcionar una
concentracion inicial de 10 ®— 10 " ufc/ml y esté integrado por
cantidades iguales de cada uno de los dos organismos.

Utilizar el medio de Lee para una numeracion diferencial de las
bacterias iniciadoras. Preparar una dilucién 1:10 inicial con
caldo lactosado como diluyente y preparar diluciones desde 1
x 10° hasta 1 x 10™, para la siembra verter sobre el medio en
dos series de cajas 0.3, 0.3 y 0.4 ml. de cada dilucién, y en la
tercera serie de cajas verter 0.5y 0.5 ml, esparcir con espatula
de vidrio estéril, en forma rotatoria. Incubar las cajas de petri
por 48 horas a 37 grados centigrados en ambiente de COs2. S.
thermophilus formara colonias amarillas y L. delbrueckii
subespecie bulgaricus formard colonias blancas. Para un
recuento satisfactorio el nimero total de colonias en la caja no
debe exceder a 250.

Especificacion: Contener mas de 10° ufc/g de organismos del
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cultivo iniciador.

7.3.2.2 Determinacion de organismos coliformes: (51, 56)

Material y equipo:

a) Caldo lactosado estéril

b) Caldo verde brillante bilis

c) Agar eosina-azul de metileno

d) Frasco con tapon de rosca de 500 ml. de capacidad

e) Cuchara estéril

f) Balanza semianalitica

g) Tubos de ensayo estériles con tapon de rosca

h) Pipeta estéril de 2 ml. de capacidad
1) Yogurt comercial tipo natural

J) Cajas de Petri estériles

k) Campana de flujo laminar
I) Mechero

m) Contador de colonias

n) Tubos de ensayo con campana de Durham

Procedimiento:

Técnica del namero mas probable (NMP): Se realiza por medio
de una serie de diluciones mudltiples en tubo de la muestra
original y se desarrolla en tres etapas:

14 Prueba presuntiva: su objetivo es la recuperacion del grupo
microbiano en el medio de cultivo sin inhibidores. Se usa caldo
lactosado para favorecer el crecimiento de las bacterias y la
formacion de CO, (desplazamiento del medio de cultivo en las
campanas de Durham), y se realiza en 6 tubos de caldo lactosado
estéril (10 ml) con campanas Durham.

15 Prueba confirmativa: se realiza para comprobar la
identidad de los microorganismos, se utilizan 6 tubos con caldo
verde brillante bilis.

16 Prueba completa: asegura la presencia de coliformes,
realizando siembra en 6 cajas de agar eosina-azul de metileno.

Segun el tipo de material examinado y la especificidad
requerida, se hace el estudio confirmativo o completo. En el
caso de los alimentos, el analisis suele extenderse a la prueba
confirmativa, la prueba completa aunque innecesaria, en
ocasiones es solicitada, por lo que se describe el procedimiento.
Procedimiento:

a) Homogenizar la muestra por agitacion

b) Hacer las diluciones correspondientes.

¢) Inocular un mililitro de cada dilucion en los tubos con caldo
lactosado.

d) Mezclar suavemente, se evita la entrada de aire a los tubos
Durham

e) Los tubos que muestran produccion de gas se someten a la
siguiente prueba.
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f) Transferir una asada del tubo positivo al otro tubo con caldo
verde brillante bilis.

g) Incubar a 35 ° C durante 24 horas. Los tubos con gas a las 24
horas se consideran positivos e incubar otras 24 horas y
confirmar con la prueba completa.

h) Para la prueba completa agregar 1 ml de la muestra de cada
una de las diluciones (por duplicado) a cada caja de Petri
estéril, afiadir de 12 a 15 ml del medio fundido a una
temperatura de 45 a 48 grados centigrados. Mezclarlo con la
muestra mediante movimientos rotatorios en sentido de las
manecillas del reloj y en sentido inverso, y con movimientos
horizontales (5-6 de cada uno), dejando solidificar e
incubando las cajas en posicién invertida a 35 grados
centigrados durante 24 a 48 horas. La colonias de E. coli son
de color violeta oscuro con nucleo central, con o sin brillo
metalico. Las colonias atipicas son opacas sin nucleo y rosas,
con o sin aspecto mucoide, Gram negativo.

Los resultados se reportan como:

NMP de coliformes totales por 100 ml de muestra o por 100
gramos.

Obtencién del NMP: Contar el nimero de tubos con
presencia de gas y su dilucién correspondiente. El computo
de coliformes por gramo o ml de muestra se obtiene al
localizar en la tabla de NMP correspondiente (segun numero
de tubos y volimenes de muestra inoculada) a la
combinacion de tubos positivos y a continuacion la cifra
buscada. Multiplicar la cifra anterior por la inversa de la
dilucion.

NMP/gomL = NMP de la tabla

mL o g de muestra
Especificacion: NMP Menos de 3 coliformes/g. y ausencia
de E. coli. (ANEXO 8).

7.3.2.3 Determinacion de patogenos: (51).

A. Determinacion de Staphylococcus aureus:
Método de Baird-Parker.
Materiales:
a) Cajas de Petri estériles
b) Medio Baird —Parker
c) Contador de colonias
d) Plasma sanguineo
e) Agua oxigenada de 30 volumenes
f) Caldo tripticasa soya
g) Frasco con tapon de rosca de 500 ml de capacidad.
h) Tubos de ensayo estériles
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i) Cuchara estéril
j) Balanza semianalitica

k) Pipeta graduada de 2 ml. de capacidad

Método:

a) Para lograr la recuperacion del S. aureus se hace
necesario sembrar en tripticasa soya (caldo de
enriquecimiento) una proporcion aproximada de el 2 % de

la muestra e incubar a 36 grados centigrados por 12-18

horas, y luego sembrar en el medio de Baird-Parker, por el

método de vertido en placa.

b) Tomar 1 mL de homogenizado y colocarlo en una caja

de Petri y agregar 12-15mL del medio fundido a 45 —60 °

C.

c) Mezclary dejar solidificar

d) Incubar a 37 ° C durante 24 horas, se colocan las cajas
invertidas dentro de la incubadora.

e) En este medio de cultivo las colonias se presentan
negras, convexas con brillo metélico, rodeadas por una
estrecha zona clara, méas evidente a las 36 horas.

f) A las colonias sospechosas se les deben realizar las

siguientes pruebas:
Tincion de Gram: Observar cocos gram positivos en
racimo.
Prueba de la coagulasa: La coagulacion del plasma es
una propiedad exclusiva de S. aureus y se comprueba
de la siguiente manera:
. Emulsificar una colonia con una gota de
agua.
= Tomar una asada de esta emulsion vy
sumergirla en el plasma y agitar para hacer
una suspension bacteriana.
= Prueba positiva: Observar la coagulacion del
plasma lo cual ocurre después de 15
segundos.
* Prueba de la catalasa:
Colocar sobre un portaobjetos una gota de
agua oxigenada.
. Emulsionar una colonia sobre el mismo
portaobjetos
» Prueba positiva: Observar el desprendimiento
de burbujas en forma de espuma.
= Manitol Sal: Prueba confirmatoria de S.
aureus cuya presencia provoca que el medio
de manitol sal vire de color rosado a color
amarillo.
Especificacion: Ausencia de S. aureus.
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B. Determinacion de Salmonella sp.
La Salmonella es un tipo de bacteria potencialmente
patogena para el hombre.
Materiales y métodos:
Materiales:
a) Cajas de Petri estériles.
b) Caldo y pastillas de Salmocist.
c) Frasco de 500 ml. de capacidad con tapon de
rosca, esteéril.
c) Medio de Rambach.
d) Tubos de ensayo estériles.
Metodologia:
Se usan caldos de enriquecimiento para estimular la
multiplicacion de la Salmonella y reducir o inhibir el
crecimiento de microorganismos competidores y medios
selectivos y/o diferenciales. El Salmocist es un medio de
enriquecimiento y el Rambach es un agar especifico para
el crecimiento de Salmonella sp.
Preparar una dilucion 1:10 de la muestra de yogurt,
pesando 25 gramos de muestra y agregando 225 ml. de
caldo Salmocist. Incubar durante aproximadamente 6
horas a 35 °C, y luego tomar 10 ml. en un tubo de ensayo
estéril y agregarle una pastilla de Salmocist. Incubar
nuevamente durante 24 horas a 35 °C y luego sembrar en
el agar de Rambach. Las colonias de Salmonella sp. Son
rojas de aproximadamente 1 mm de didametro en medio
Rambach. Tincion de Gram: Bacilos gram negativo, TSI/
LIA: K/A, g-, h-/K/A, g -, h -, Urea negativo.
Especificacion: Ausencia Salmonella sp.

C. Determinacion de Shigella sp.

La Shigella es un tipo de bacteria que no suele investigarse
en este tipo de alimento, pero para fines de identificacion en
caso de ser necesario, se incluye dentro del presente trabajo.
Materiales y métodos:
Materiales:

a) Cajas de Petri estériles.

d) Caldo GN

e) Frasco de 500 ml. de capacidad con tapon de

rosca, esteril.

f) Agar XLD o McConkey.

g) Incubadora

h) Medios TSI/LIA, Urea y Citrato.

i) Tubos de ensayo estériles.
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D:

Metodologia:
Preparar una dilucion 1:10 con caldo GN, incubar

durante

24 horas a 35° C, realizar siembra en

agar XLD o McConkey, durante de 18 — 24 horasa35°C
e identificar con bateria TSI/LIA y Urea. Crecimiento de
colonias transparentes de aproximadamente 1 mm de
didmetro. El medio XLD vira de café a amarillo. EI medio
de McConkey vira de rosado a amarillo. Tincion de
Gram: Bacilos gram negativo, TSI: K/A, g -, h +++, LIA:

KIKG6N, g

-, h + (), Urea negativo.

Especificacion. Ausencia de Shigella sp.

Cultivo para Hongos y levaduras: (51).

Materiales y métodos:

Materiales:
a) Cajas de

petri estériles

b) Contador de Colonias Quebec

¢) Incubadora

d) Tubos estériles con tapdn de rosca.

e) Agar papa dextrosa
Procedimiento:

i)
i)
iii)
iv)

v)

Homogenizar la muestra
Hacer diluciones 1:10, 1:100, 1:1000.
Sembrar la muestra sin diluir y diluida en
cada caja con medio de cultivo, 0.1 ml en
cada una.
Colocar las cajas en la incubadora a 22 ° C
invertidas.
Contar el nOmero de colonias con el
contador.
Multiplicar por la inversa de la dilucion y
reportar. Cuenta de hongos en placas Agar
papa dextrosa acidificada incubadas siete
diasa22°C
Especificacion:
Menos de 1 moho/g.
Menos de 10 levaduras /g
Hasta 100 levaduras/g. para el yogurt con
fruta.
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8. RESULTADOS:

8.1 Resultados revision documental:

8.1.1 Contenido de microorganismos iniciadores: Contener mas de 10° ufc/g de

8.1.2

organismos del cultivo iniciador. En el medio de Lee, S. thermophilus
forma colonias transparentes de aproximadamente 1 mm de didmetro y L.
delbrueckii  subespecie  bulgaricus forma colonia blancas de
aproximadamente 2 mm de diametro.

Determinacion de organismos coliformes: Tecnica del nimero mas
probable (NMP): Se desarrolla en tres etapas:

1) Prueba presuntiva: su objetivo es la recuperacion del grupo
microbiano en el medio de cultivo sin inhibidores. Se usa
caldo lactosado para favorecer el crecimiento de las bacterias
y la formacion de CO, (desplazamiento del medio de cultivo
en las campanas de Durham), y se realiza en 6 tubos de caldo
lactosado estéril (10 ml) con campanas Durham.

2) Prueba confirmativa: se realiza para comprobar la identidad
de los microorganismos, se utilizan 6 tubos con caldo verde
brillante bilis.

3) Prueba completa: asegura la presencia de coliformes,
realizando siembra en 6 cajas de agar eosina-azul de
metileno.

Segun el tipo de material examinado y la especificidad requerida, se hace
el estudio confirmativo o completo. En el caso de los alimentos, el
analisis suele extenderse a la prueba confirmativa. La muestra debera
contener menos de 3 coliformes/gramo y ausencia de E. coli.

8.1.3 Determinacion de patégenos:

A) Determinacion de Staphylococcus aureus:

Recuperacién del S. aureus: sembrar en caldo tripticasa soya, luego
sembrar en el medio de Baird-Parker, por el método de vertido en
placa. Las colonias se presentan  negras, convexas con brillo
metalico, rodeadas por una estrecha zona clara, mas evidente a las 36
horas. Confirmar contencién de Gram (cocos gram positivos en
racimo), pruebas de catalasa y coagulasa positivas y prueba de manitol
sal positiva, viraje del agar de rosado a amarillo.

Especificacion: Ausencia de Staphylococcus aureus:

B) Determinacion de Salmonella sp.: Utilizar Salmocist como medio
de enriquecimiento y agar Rambach que es especifico para Salmonella
sp. Incubar durante aproximadamente 6 horas a 35 °C, y luego tomar
10 ml. en un tubo de ensayo estéril y agregarle una pastilla de
Salmocist. Las colonias de Salmonella sp. Son rojas de
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aproximadamente 1 mm de didmetro en medio Rambach. Tincion de
Gram: Bacilos gram negativo, TSI/ LIA: K/IA, g-, h -/ KI/IA, g -, h -,
Urea negativo.

Especificacion: Ausencia de Salmonella sp.

C) Determinacion de Shigella sp.
El medio de McConkey vira de rosado a amarillo. Tincion de Gram:
Bacilos gram negativo, TSI: K/A, g -, h +++ LIA:K/IKGON,g-, h+),
Urea negativo.
Especificacion. Ausencia de Shigella sp.

8.1.4 Determinacién de hongos y levaduras:
Realizar diluciones de la muestra 1:10. 1:00 y 1:1000. Realizar las
siembras en agar papa dextrosa, colocando 0.1 ml. de la muestra en cada
caja, incluyendo una siembra de la muestra sin diluir. Incubar las cajas a
temperatura ambiente durante 7 dias luego de los cuales observar el
crecimiento de colonias tipicas de moho.

8.2 Resultados parte experimental:
8.2.1 Contenido de microorganismos iniciadores: Streptococccus.

thermophilus y  Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus.
(Anexo 2y fotos 1y 2).

Resultados

El medio es originalmente de color morado, y tiene un viraje a color amarillo.
S. thermophilus forma colonias transparentes y y L. delbrueckii subespecie
bulgaricus forma colonia blancas. En la dilucién 1x10° se obtuvo un
crecimiento de Lactobacillus de 2 x 10° y de Estreptococos de 1 x 10°. Para
6ptimos resultados hacer siembras desde 1 x 10" a 1 x 10%.

8.2.2 Determinacion de organismos coliformes: (Anexos 3y foto 4)

Resultados

Prueba presuntiva: presencia de gas en campana Durham de dilucién 1 x 10°
Prueba confirmativa: Siembra en Caldo Bilis verde brillante y caldo E. coli.
No se observo presencia de gas.

Resultado: Menos de 3 coliformes/gramo.

8.2.3 Determinacion de patdgenos. (Anexos 4,5y 6. Fotos 5, 6, 7, 8).
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Resultados:

Ausencia de S. aureus.

No hubo crecimiento bacteriano en
medio de Baird-Parker.

Ausencia de Salmonella sp.

No hubo crecimiento bacteriano en
medio de Rambach.

Ausencia de Shigella sp.

No hubo crecimiento bacteriano en
medio de McConkey.

8.2.4 Determinacion de hongos y levaduras: (anexo 7. Foto 9).

Resultados
No hubo crecimiento de Hongos en agar papa dextrosa.

9. DISCUSION DE RESULTADOS:
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9.2 Discusién de resultados parte documental:

La revisién documental de las pruebas microbioldgicas para el yogurt, abarco la
revision de numerosos documentos relacionados con el tema, puesto que, nuestro
pais no cuenta con una norma especifica para el yogurt que se comercializa en el, lo
que hizo necesario consultar las normas de otros paises como México, Colombia y
la Norma Centroamericana del Yogurt, elaborada por el ICAITI, que aunque existe
no se toma como norma en nuestro pais.

Esta blsqueda de informacion llegd a determinar cuales son las pruebas
microbioldgicas que deban realizarse al yogurt que se comercializa en nuestro pais
para considerarlo como seguro para quien lo consume y cuyas preubas son las
siguientes: determinacion de los organismos iniciadores como lo son
Streptococccus. Thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus,
los cuales no deben exceder de 108 ufc/g, también se debe investigar la presencia de
coliformes, que no debe exceder de 3 coliformes por gramo, asi mismo este
producto lacteo debe estar libre de patdgenos como S. aureus y Salmonella sp. y los
hongos y levaduras si estan presentes no deben exceder de 1 moho/gramo, 10
levaduras/gramo y el yogurt con fruta hasta 100 levaduras/gramo.

9.2 Discusion de resultados, parte experimental:

Para todos los ensayos realizados se realiz6 una dilucion inicial de la muestra de
yogurt natural de 1 x 10'. De esta dilucién inicial se prepararon el resto de
diluciones segun el microorganismo que se desea cultivar, se realizd una
contaminacion intencional con cepas conocidas y con ello demostrar que la
metodologia propuesta es factible de realizar en el yogurt.

Para determinar la carga o contenido de microorganismos iniciadores presentes en
el yogurt, se procedi6 a preparar diluciones desde 1 x 10° hasta 1 x 10'°, logrando
una buena recuperacion y conteo de las colonias tanto de S. thermophilus y de
Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, con lo cual se pudo establecer que
el medio de Lee propuesto para esta fin, si es funcional, facil de preparar y con un
viraje de color optimo para lograr el recuento de colonias diferenciadas tanto de
lactobacilos como de estreptococos; ademas se establecié que el mejor recuento se
puede lograr en las diluciones 1 x 10% y 1 x 10°. (52, 53).

Con respecto a la determinacién de organismos coliformes en la muestra se utilizo
E. coli como contaminacion de la misma, con los cual se obtuvo turbidez en el caldo
lactosado y produccién de gas en la campana de Durham, lo cual obligo a realizar,
prueba confirmativa. La muestra original presento turbidez y produccion de gas en
la campana de Durham en la dilucién 1 x 10°, por lo que se debié continuar con la
prueba confirmativa, llevando a cabo siembras en Caldo Bilis Verde Brillante
(BVB) e incubar por 24 horas a 35 °C para coliformes fecales y en Caldo E. coli
(EC) incubandolo a 44 °C por 24 horas, después de lo cual se establecié que la
muestra presentaba menos de 3 NMP/gr., lo que indica que en la muestra hay
ausencia de coliformes totales y E. coli. (52, 53)
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Los organismos patdgenos como lo son S. aureus, Salmonella sp. Y Shigella sp.,
presentan las caracteristicas de crecimiento expuestas en la seccion de resultados.
Cabe destacar que las caracteristicas morfoldgicas de los tipos de colonias para cada
microorganismo en particular eran bien definidas, ya que, S. aureus presentd
colonias negras, con halo blanco en el medio de Baird-Parker, y se confirmé con las
pruebas de coagulasa, catalasa y manitol sal positivas.. En el caso de Salmonella sp.
el caldo y la pastilla Salmocist utilizadas permite la recuperacion de esta bacteria,
pues su funcion es el enriquecimiento del medio, y tras la posterior siembra en
medio Rambach, se logré obtener un cultivo puro, con las caracteristicas colonias
rojas de aproximadamente 1 mm de didmetro, con lo cual se prob6 la metodologia
propuesta para esta bacterias. En la muestra sin contaminar esta bacteria estaba
ausente. Lo mismo ocurri6 con la determinacién de Shigella sp., la cual después de
incubar la dilucién en caldo lactosado 1:10 durante 24 horas a 35 °C y posterior
siembra en XLD, se obtuvieron colonias translucidas de aproximadamente 1 mm. de
diametro, con un viraje del medio de café a amarillo. Es de hacer notar que para este
tipo de bacteria la AOAC exige se utilice cualquier medio para el aislamiento de
Shigella, con posterior confirmacion con TSI/LIA. Es necesario también hacer notar
que segun las normas internacionales consultadas, no se exige la investigacion de
Shigella en alimentos, pues se trata de un coliforme fecal el cual se investigaria en
la determinacion de coliformes totales, pero para fines practicos se incluye en el
presente trabajo. (52, 53, 54).

En relacidn a la investigacion de hongos y levaduras, se determind que la muestra
analizada estaba libre de este tipo de microorganismo, y las caracteristicas que
presenta el crecimiento positivo fueron evidentes al comparar con el control
positivo realizado y que se obtuvo por la contaminacién intencional de la muestra.
Comprobando de esta que la metodologia propuesta para la investigacion de hongos
y levaduras en yogurt, es realizable.
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10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10 CONCLUSIONES

La revision documental sobre las pruebas de control de calidad para el
yogurt, permitié establecer la metodologia de analisis microbioldgico para el
yogurt que se comercializa en Guatemala, asi como las especificaciones de
cada prueba en particular.

A través de la realizacion experimental de las pruebas microbiologicas
propuestas, se comprob6 que la metodologia es funcional y factible de
realizar, pues el contar con cepas microbiolégicas que actuaron como
control positivo permitio realizar una comparacion de la muestra con el
patrén existente.

Todas las pruebas microbiolégicas se llevaron a cabo bajo las normas de la
FDA vigentes.

La presentacion de los resultados obtenidos en forma de tablas y marchas
bacterioldgicas, facilita la comprensién de la metodologia de analisis
microbiologico para el yogurt que se comercializa en Guatemala; asi mismo
funcionan como monografia de consulta, con las especificaciones para cada
microorganismo en particular.

Con este trabajo de investigacion, se esta contribuyendo a desarrollar una
Normativa de Control de Calidad para el yogurt que se comercializa en
Guatemala.
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11.2

11.3

11.4

11 RECOMENDACIONES

A la Comision Guatemalteca de Normas (COGUANOR), se recomienda
tomar en cuenta la presente propuesta para iniciar la elaboracion de la
Norma Oficial Guatemalteca del yogurt.

A la Universidad de San Carlos de Guatemala y a la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, apoyar para la realizacién de este tipo de trabajos de
investigacion, que contribuyen directamente a la preservacion de la salud de
los guatemaltecos.

A las autoridades del Ministerio de Salud Puablica de nuestro pais, se
recomienda para este tipo de producto lacteo de tanta demanda dentro de la
poblacion guatemalteca, vigilar que cumpla con las especificaciones de
calidad internacionales, hasta tanto no se complete y apruebe la Norma
Oficial Guatemalteca propuesta.
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13. ANEXOS

METODOLOGIA ORGANOLEPTICA Y FISICOQUIMICA PARA EL YOGURT.
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MATERIALES Y METODOS:
Universo de trabajo: Muestra de yogurt.

1. Materiales:

1.1
1.2
1.3
14
15
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.11
112
1.13
1.14
1.15
1.16
1.17
1.18
1.19
1.20
2. Metodologia:

2.1

2.2

Beakers,

Earlenmeyers

Probetas

Pipetas serologicas

Porta objetos

Incubadora

Lactodensimetro

Cépsulas de porcelana.

Tubos de ensayo

Tubos Babcock

Tubos de ensayo con campana de Durham
Balanza analitica

Balanza semianalitica

Centrifuga

Gradillas para tubos de ensayo
Matraces aforados de 50-1000 ml.
Pipetas automaticas de 25 microlitros a 1 ml.
Agitadores de vidrio
Tapones libres de fenol
Frascos goteros

Propiedades organolépticas:

2.1.1 Aspecto: Liso, uniforme, brillante.

2.1.2 Olor: caracteristico

2.1.3 Sabor: cido

Evaluacion fisicoquimica:

Antes de medir las porciones para cada prueba, el yogurt debe ser
mezclado por medio de inversiones lentas y continuas, desde el
recipiente que la contiene a otro recipiente, repitiendo el proceso
varias veces.

2.2.1 Acidez, como &cido lactico: (48).
Con criterio cuantitativo, trasvasar 20 ml. a un recipiente
adecuado para valoracion tritimétrica. Agregar varias
gotas de Fenoftaleina y valorar con NaOH 0.1N, hasta
alcanzar un color rosado persistente (1 ml. de NaOH 0.1N
equivale a 0.009 g de acido Lactico.) Previamente
preparar el NaOH y valorarlo con biftalato de potasio
para determinar su titulo exacto.
Especificacion: Acido lactico: 0.8-1.40 % o 23-41 mg/kg.
2.2.2 Contenido de grasa: Método de Babcock: (5, 49).
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a) Medir 17.6 ml. en pipeta especial y transferir al frasco
de Babcock.

b) Con mucho cuidado bajo corriente de agua, agregar
lentamente 17.6 ml de Acido Sulfdrico de densidad 1.82
g/ml. con pipeta especial y utilizando perilla, rotando la
botella suavemente. Asegurarse que se mezcle
completamente la muestra con el &cido sulfrico. Se
recomienda utilizar un bafio de Maria con hielo para
poner el frasco de Babcock mientras se le agrega el
acido.

c) Luego calentar en bafio de Maria, a una temperatura
aproximada de 60 grados centigrados y centrifugar
durante 5 minutos. (Utilizar una centrifuga adecuada
para frascos de Badcock.)

d) Agregar agua hirviente hasta el aforo del frasco de
Babcock y centrifugar durante dos minutos.

e) Agregar nuevamente agua hirviente hasta el aforo o
inicio del cuello del frasco de Babcock y centrifugar
durante dos minutos, hasta lograr la separacion de la
grasa.

f) Retirar el frasco de Babcock de la centrifuga y
colocarlo en el bafio de Maria a 60° centigrados. Y leer
el porcentaje de grasa que se ha acumulado en el cuello
graduado del frasco de Babcock.

Especificacion: 3.5 % para el yogurt entero y menos de
0.5 % para el descremado.

2.2.3 Determinacion de sélidos totales y sélidos no grasos
en yogurt. Método lactométrico (48).
ElI peso especifico del yogurt aumenta
proporcionalmente con el porcentaje de sélidos no
grasos y disminuye a medida que aumenta el
contenido de grasa. El aguado y la adicion de crema
tienden a disminuir esta propiedad, mientras que la
separacion de la grasa lactea la aumenta. El yogurt
descremado por lo tanto, tiene mayor densidad que la
leche integral. En base a las relaciones mencionadas,
se han establecido formulas especiales que permiten
calcular el porcentaje de solidos totales y sélidos no
grasos a partir de la lectura lactométrica corregida y el
porcentaje de grasa. A continuacién se presentan las
formulas simplificadas de Babcock:

%ST=025L+12G+0,55
%SNG =0,25L +0,2G + 0,55
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2.2.4

Donde:
% ST: porcentaje de sélidos totales
% SNG: porcentaje de so6lidos no grasos

L: lectura lactométrica corregida (a 15°C) en grados
Quevenne

G: porcentaje de grasa.

Cuando el porcentaje de grasa es superior a 4 % es
necesario hacer una correccion de 0,14 para ST.

Densidad: Leer en Hidrometro (preferentemente usar
un Lactodensimetro o picnémetro.) La leche debe
estar a 15 °C. El lactodensimetro tiene su escala en
grados lactométricos. Mide de 1.015 a 1.045 g/ml. Se
debe realizar un célculo de correccion de temperatura
ya que la medicion se ha efectuado a una temperatura
diferente de 15°C, mediante la siguiente expresion:

D15°C = DT + 0.0002*(T-15)

D15°C =1.032 g / ml + 0.0002*(11-15)

D15°C =1.032 g/ ml

Contenido de solidos totales:

ST =1,2 (% Grasa) + 2,665 ((15°C - 1)/ 15°C)(100)
=1,2 (3,7 %) + 2,665 ((1,0312 - 1) / 1,0312)(100)
=125%
Contenido de Solidos no grasos:

SNG = Sélidos Totales - Sélidos grasos

Especificacion: En el yogur batido, el porcentaje de
solidos no grasos debe estar en la franja del 8,5% a
10%, EIl producto tradicional que es mas firme, debe
tener 12% de sélidos no grasos.

Especificacion: Sélidos no grasos: 8.5 %

Prueba de Azul de Metileno o prueba de la Reductasa:
(14, 48, 51).

Calidad Bacteriologica: Se utilizard un método
indirecto, la prueba de azul de metileno o prueba de la
reductasa. Esta prueba es basada en la reduccion de
un colorante. La capacidad reductora de las bacterias
provoca la decoloracion del azul de metileno.
Metodologia:

Revisar que los implementos a utilizar estén
perfectamente limpios.
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b)

c)

Colocar en un tubo de ensayo 10 ml. de leche, con 1
ml. de azul de metileno y mezclar. La leche tomara
coloracion azulada.

Colocar el tubo de ensayo en bafio de Maria a 37° C,
asegurese que el nivel del agua del bafio de Maria
alcance la altura de la muestra.

d) Mantener la muestra en las condiciones arriba

e)

2.2.5

indicadas hasta que ocurra decoloracién o hasta que
transcurran 30 minutos.

Comparar el color de la muestra ya tratada con un
patron que no se ha sometido a calentamiento.
Especificacion: No presencia de bacterias reductoras,
no ocurre decoloracion.

Prueba de la fosfatasa alcalina. (50, 51,52).

La fosfatasa alcalina es una enzima que se encuentra
en la leche, que no sobrevive al proceso de
pasteurizacion, ya que el tratamiento térmico la
inactiva, lo cual garantiza la ausencia de
microorganismos patégenos y el resultado es un
producto seguro para el consumo humano.

La fosfatasa alcalina presente en el yogurt puede ser
medida por diferentes métodos. Existen varios
métodos para medir la actividad de la fosfatasa
alcalina en lacteos A continuacion se describe uno de
los métodos mas modernos y rapidos, como lo es el
uso de reflectometro, y se trata de una prueba
colorimétrica cuyo valor medido es proporcional a la
cantidad de enzima presente en la muestra y esta dado
en Ul/ml, pudiendo consultar las normas
COGUANOR, en las cuales se encuentra la Norma
NGO 34046h13, que describe el método de Scharer,
método antiguo, pero que puede ser aplicado si se
carece de medios mas modernos.

Procedimiento: a) Colocar 15 gotas del reactivo de
trabajo en la microcubeta y colocarlo en bafio Maria a
37 grados centigrados, b) en un recipiente aparte
agregar 5 ml de la muestra mas 10 gotas del reactivo 3
y sumergir la tira reactiva por 2 segundos, c¢) colocar
la tira dentro de la microcubeta que se encuentra en
bafio Maria por 20 segundos. Entre el paso b y ¢ no
deben de pasar mas de 10 segundos, d) sacar la tira,
eliminar el exceso y leer en el Reflectometro.
Especificacion: Hasta 1.1 UI/L. El rango del
reflectometro va de 1.0 — 10 UI/L

ANEXO 1
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MARCHA BACTERIOLOGICA PARA DETERMINAR LAS UFC/gr. DE CULTIVO
INICIADOR PARA S. thermophilus y L. delbrueckii subespecie bulgaricus

F

Dilucion 1:10

25 gramos de Yogurt + 225 de caldo lactosado

|

Preparar diluciones

1x10° 1x10° 1x10’ 1x108 1x10°

|

Sembrar en medio de Lee.

=2

El medio de Lee vira de color morado a amarillo

1x10%

Las colonias de Lactobacilos son blancas de aproximadamente 2 mm de diametro.
Las colonias de Estreptococos son translucidas de aproximadamente 1 mm de diametro.

ANEXO 2
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MARCHA BACTERIOLOGICA PARA IDENTIFICAR COLIFORMES TOTALES Y
COLIFORMES FECALES. METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP).

]

Iml.+9mlCL
Dilucion 1:100

Iml.+9mlCL
Dilucion 1:1000

Iml.+9mlCL
Dilucion 1:10000

|
:
g
:
:
:

25 gramos de yogurt + 225 ml. de caldo lactosado.
Dilucion 1:10.

v

1 ml de CL en cada tubo con campana de Durham

v

1 ml de CL en cada tubo con campana de Durham

v

1 ml de CL en cada tubo con campana de Durham

|

Incubar de 18-24 horas, 35-37 ° C y observar
produccion de gas.
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Continuacion marcha coliformes totales ........

Tubos positivos inocular asada en:

| |

Caldo BVB. Incubar 18-24 horas Caldo EC. Incubar 18-24 horas
35-37°C. 44°cC.

l

El 10% de Tubos positivos incubar en agar EMB o0 McConkey.
Confirmar E. coli con prueba de IMVIC y reportar como NMP/gr.

CL: Caldo lactosado.

BVB: Caldo Bilis VVerde Brillante

CE. CaldoE. coli.

NMP/gr.: Numero mas probable por gramo

IMVIC: Indol: positivo, rojo de metilo: positivo VVogues-Proskauer: negativo,
Citrato: negativo.

ANEXO 3
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MARCHA BACTERIOLOGICA PARA IDENTIFICAR S. aureus

25 gramos de yogurt + 225 ml de caldo Tripticasa soya.
Dilucién 1:10.

Dilucion 1:100. 1 ml + 9 ml de caldo TS.
Siembra en agar Baird-Parker. Esparcido con esparcidor de vidrio

L"x‘.‘;__‘_!\;] L*x-_;_‘_!? L““&i’;__‘_!}
0.4 ml. 0.3 ml. 0.3

Dilucién 1:1000. 1 ml + 9 ml de caldo TS.
Siembra en agar Baird —Parker. Esparcido con esparcidor de
vidrio.

_;:n S S

Dilucién 1:10000. 1 ml + 9 ml de caldo TS.
Siembra en agar Baird-Parker. Esparcido con esparcidor de vidrio.

F
LTJ
L
|
I
J
!

s
Vo

i
Vo

Wil
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Continuacion marcha bacterioldgica para S. aureus..........

Si se obtiene crecimiento tipico de S. aureus confirmar con
tincién de Gram, Prueba de catalasa, prueba de coagulasa y
Manitol sal.

e TS: Caldo Tripticasa soya.

e Tincion de Gram: Cocos Gram positivo en racimos.

e Prueba de coagulasa: Positivo.

e Prueba de catalasa: Positivo.

e Manitol sal: Positivo (Produccion de acido). Viraje del medio de rosado a amarillo.

ANEXO 4
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MARCHA BACTERIOLOGICA PARA IDENTIFICAR Salmonella sp.

F

25 gramos de yogurt + 225 ml de caldo Salmocyst
Incubar 6 horas a 35 °C.

|

10 ml + 1 pastilla de suplemento para Salmocyst
Incubar 24 horas a 35 °C.

|

ey
Sembrar en medio de Rambach
Salmonella sp. Colonias rojas de aproximadamente 1 mm de diametro. Purificar cepa en

agar tripticasa soya y realizar bateria TSI/LIA y Urea.

*TSI: AIK, g-, h+++(-).
*LIA: KIKON,g-, h+(-).
* Urea: Negativo.

ANEXO 5
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MARCHA BACTERIOLOGICA PARA IDENTIFICAR Shigella sp.

F

Dilucion 1:10
25 gramos de Yogurt + 225 ml de caldo GN

|

Incubar 24 horas a 35 °C

|

Siembra en XLD, McConkey.
Colonias translucidas de aproximadamente 1 mm de diametro.
XLD: Vira de café a amarillo.
McConkey vira de rosado a amarillo.
Incubar de 18 -24 horas a 35 ° C.

Identificar con TSI/LIA y Urea.

e TSI:K/A, g- h-.
e LIA:K/A g h-.
e Urea: Negativo.

ANEXO 6
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MARCHA BACTERIOLOGICA PARA DETERMINACION DE HONGOS Y
LEVADURAS.

F

Dilucion 1:10
25 gramos de yogurt + 225 ml. de agua peptonada.

|

Dilucion 1:100 Dilucion 1:1000  Dilucién 1:10000

|

Sembrar 1 ml de cada dilucidn en agar papa dextrosa + 3 gotas de acido tartarico.

|

S ey ey

Incubar 7 dias a 26 ° C.
Contar las colonias de las cajas con crecimiento y multiplicarlo por la dilucion.
Reportar como UFC/g.

ANEXO 7
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TABLA DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP), PARA EL RECUENTO DE
COLIFORMES TOTALES.

Tubos inoculados: 3 tubos, dilucion 1:100
3 tubos, dilucion 1:1000
3 tubos, dilucién 1:10,000

Limites de confianza (95 %)

3 3 3 NMP/gr. Minimo Maximo

0 0 1 3 0.5 9
0 1 0 3 0.5 13
1 0 0 4 0.5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 1 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 3 75 14 330
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800

ANEXO 8
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PREPARACION DE DILUCION 1:10 EN CALDO LACTOSADO

FOTO No. 1
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MEDIO DE LEE
FOTO No. 2
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MEDIO DE LEE CON CRECIMIENTO DE LACTOBACILOS Y ESTREPTOCOCOS.

FOTO No. 3
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PREPARACION DE DILUCIONES
FOTO 4
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AGAR BAIRD-PARKER CON CRECIMIENTO DE S. aureus.

FOTO No.5
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AISLAMIENTO DE Salmonella sp.

FOTO No. 6
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AGAR DE RAMBACH PARA AISLAMIENTO DE Salmonella sp.
FOTO No. 7
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AGAR McCONKEY CON CRECIMIENTO DE Shigella sp.
FOTO No. 8
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AGAR PAPA DEXTROSA CON CRECIMIENTO DE HONGOS.
FOTO No. 9
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Guatemala, 16 de febrero de 2009.

Sefior
Magin Beteta
Secretario Ejecutivo COGUANOR

Sefior Beteta:

Deseando que sus labores al frente de tan importante entidad gubernamental sean un éxito;
atentamente me dirijo a usted para hacer entrega de la copia del informe de tesis titulado
“METODOLOGIA DE ANALISIS MICROBIOLOGICO PARA EL YOGURT QUE SE
COMECIALIZA EN GUATEMALA, - Aporte parcial para la elaboracion de una norma
oficial guatemalteca para el yogurt”.

La presente entrega se hace como constancia del aporte que la Universidad de San Carlos
de Guatemala hace a la poblacién de nuestro pais al realizar trabajos de investigacion
cientifica que contribuyan al mejoramiento de la salud de sus habitantes.

Esperando que la informacion que el trabajo realizado ayude a la autoridades de
COGUANOR a la redaccién de la Norma Oficial Guatemalteca del Yogurt, y agradeciendo
la atencion a la presente,

Licda. Margarita de Ortiz
Quimica Biologa
Tesista Quimica Farmacéutica
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Estudiante
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Lic. Estuarde-8errano Vives.
Direc scuela Quimica Farmacéutica

66





