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OBJETIVOS.

1., - . Determinnr en al modio de Agar do Loe. las ventadas y;

denvantaJas n:qu presenta . pura _ﬂlh— cuantlficaoidn fde“ .

Lgc_to.bggi_uua hnlghxisu ¥ E&mﬂmﬂgﬂum:mnhim on

esta.

Yoghurt.
producto.,'"”

2._ o Cuantificar ln prnsencia de Lnglghngilluﬂ bglxgxignﬁ v

rangos -dd'l baqterias Bse encuentran entoa pxoductoa en 31-1,
mercado para‘ tener unn baua que permita realizar un' muostroo
on ello- poder

qua. nos lleve a su
la cnlidad dol

eatablecer una norma aenitarla Que contro

Yoghurt, yes guo no existe nlnguna norma para eate propbuito. o




GENERALIDADES.

La acidificacién de la lache por medio de 1la
fermentacidbn, es uno de los mbtodoa mhs antliguoa para au
prasarvacibn, impartibndole adeomas, caracteriaticas
organolépticas especiales que la favorecen y gque la hacen

dal agrado del consumidor. (33)(38)

En varias partes dol mundo hay diferontsa métodoa
para lograr esta fermantacidn, denominandoles a eatos
productoes leches fermenté&au. En esta categorla se eancuentran:
al kumiss, kefir, leche acldificada y yoghurt. Esatona
productoa varian considerablemente en composicidbn, aabor ¥y
textura, dependiendo de la naturaleza de los organismos
fermoentadores, al tipo do leche wusmada y el proceso de

manufactura empleado. (10}(38)

El consumo dol yoghurt se ha inerementade en varios
palgen ¥ su popularldad se ha propagade a través del

mundo. (22)

Este aumento en la popularidad y consume del Yoghurt
se debe en gran parte por la introduccidén de una gran

variadad de comblnacionses eon frutas ¥ sabores qus lo hagen



mas agradable al raladar; ademds de sus conocidas propledades
nutriclonales y terapéuticas, ¥ en especiasl como tratamlento

do deadrdenes gastrointestinalesm.(6)(36)

Estas cualidades dopenden de la naturaleza de los
erganismos fermentadores, gue en el caso del Yoghurt se debe
de tratar de [Lpgtobacillus Dulgaricus ¥y  Bireptocogous
thormophilus para que al productoe se le pueda llamar Yoghurt,
ya que como so ha mencionado, una de las diferenclas antre
los distintos tipos do leches fermentadss es el o los tipos
de microorganismos utllizados para su  obtencibn, de ahi la
importancia de contar con metodologla adecuada para efectuar
un eficaz control de calidad en éstos que permita tambidn
poderlo diferenciar da leches aclidificadas
artificialmente, (13)(43)



INTRODUCCION.

1. HISTORIA DEL YOGHURT.

La elaboracién deo derivados lacteos, constituye toda
una tradicibdén, ¥y un verdadero arte que soe ha perfecclionado en

al tranacurso del tiempo, en las dliferentes regiones

impartidndele en cada caso, su salle paculiar ¥
aaracteriatico,
El Yoghurt, es una leche hoida, cura preparacidn

data del afio 5000 A.C. en 1la antigua Hescpotamla, fecha

aproximada de la domesticacibdbn de la cabra. (38)

En loa palses del surocesto de Aala, y cludades de
Europa del sur, ea un alimente o bebida tradicional, preparada
con  leche de bafala, waca, burra, ovela o cabra {17). BSin
embargo, su popularidad se ha extendido a Europa y a muchas
otras partea del mundo, por lo quoe su consumo se ha venldo
incremontando on todas las ciudades en afios reclenteos. Por lo
antorior, as evidonte que el Yoghurt Jjuoga un papel
importante en la dieta, debido a su composicidn, en muches

palses, princlpalmente an Bulgaria. (38}

El nombra que recibe este producto varia en cada

pain, tal como se puede observar en la tabla 1



TABLA

1

NOMBERES QUE RECIBE EL, YOGHURT EN

DIFERENTEE PARTES

Yoghurt/Yogurt/Yaort/
Yourt/Yacurti/Yahourth/
Yogur/Yaghourt

DEL MUNDO

HOMBRE TRADRICIONAL BAIS
Jugurt/Eyran Turquia
Busaa Turquestan
Kissel Mlehka Balchnico
Urgotniec Hontafias

BalcéAnicas
Leben/Leban Libano y algunos
palooes hrabes

Zabady Egipto ¥ Suddn
Hast/Dough Iran y Afganistan
Roba Irak
Dahi/Dadhi/Dahee India
Mazun/Matzoo Armonia
Tiaourti Grecia
Cieddu Italia
Hezzoradu Gicilinm
Tarho Hungrio
Fiili Finlandia
Filmjelk/Fillbunke/
Filbunk/Surmelk/
Taettemjolk/Tettemolk Escandinavia
Skyr Islandlia

En el roato del
mundo "Y"” 1.}
reemplazada por
"J" en ocasionesg

o



2. PRODUCCION

La palabra yoghurt proviene del vooubio . turco
"Jugurt”. El producto original =se elabora con lecho:do vaca
concantrada por calentamiento largo a fuego directo, hasta en
2/3 de su veolumen, Bo enfria y se aflade una Dorcldn dal
voghurt del dia anterior como indculo, dejando incubar a

temperatura ambiente haasta la obtencidn de un codgulo firme.

Aétualmente el yoghurt se prepara a nivel industrial
clentificamente controlade y ea mAs sofiaticado su proceso qua
el yoghurt producido en Balkanea. So usa leche de ~vaca, en
senqral_muy deagremada y a veces enriquecida con extracto aseco
por adicisdn de leachs en polvo, eon una concentracibn da_2 a SX;.
se homogeniza y calisenta 2 B86-90° C por 16-30 minutos,

"anfriande a la temperatura de incubacién de 41 °C siendo
entoqcea_inoculada con la mezcla de cultivos en proporaidn 1:1
de Lactobagillua bulgaricus y Stroptocogeus thermophiluns. Cabe
moencionar que el tratamiento térmico de la leche varia, desde
una ordinaria pasteurizacidn de 72°% 15 segundos a 133°C por
un segundo, pero la practica conveniente, a nlvel industrial
involucra un precalentamliento de la leche a 85 ¢ por 30

minutos para un proceso contlinuo.

Estos mlieroorganismos tlenen una relacidbn simbibtica
durante la manufactura dol yoghurt, Causan que el pH disminuya

durante el proceso, obtenibndose al final un pH entre 3.7 ¥



4,3, debido’ prlnoipalmente a la produacién de éaido J.&ot.ico
(11), Ademas de este compueato hay produocidn de diacetil. que
da al yoghurt un sabor butxrico. ademaa de acetaldehido .- qua T

ayuda a dar a éste au sabor aaractnriatico (13} 20)(23)

) La compoaioidn del yoghurt es. aproximadamente..ld
misma que Ja de la 1eche usada’ para’ su olaburacibn.i-aunque éa
obvio 'que esta varlara oonaiderablemente de acuardo al tipo

de - Yoghurt. Con todon loa mbtodos ‘dp__fortificacibn el
pPorcentaje de protelna es 1ncrementéd§jf por lo que el yoghurt
puede tener, casi invaéiablomante;:,ﬁp'mﬁyop'porcantada de

proteina que la leche., Eato se puede observar en la tabla 2.

(8)(13)

“TABLA 2. COMPOSICION NUTRICIONAL PROMEDIO DE LECHE Y YOGHURT

CONSTITUYENTE . LECHE - s YOGHURT

{(unidades /100 DE ~ALTO DE BAJO

ENTERA K DESCREMADA © CONTENIDO CONTENIDO
S - DE GRASA DE GRASA

Caloria o 87 H © 36 72 84

Proteinaa {(g) 3.5 Lo 3.3 3.8 4.5
Grasas (&) 4.25 . - 0,13 3.4 1.8
Carbohidrates (g) 4,75 ST 5.1 4.9 6.5
Calgio (mg) 118 .. o121 145 150
Fdéaforo (mg) RS : - S L 85 . 114 118
Sodio (mg) - 50 B 52 . . AT 61

Potaslo (mg) 152 145 - - 188 192




Por otro lado, 8e llevan a gabo importantes cambicn
cuantitativos .en' las azuﬁares. aspacialments en lca
oligosachrides, durante la fermentacidn y almacenamiento del
yoghurt. En alguncs casoa hay disminucibn de azlicares come por
ejomplo de lactosa, pero en cambio se observa un incremento de

danlactosa y glucosa. (26)(40)(41)(42)

En cuanto a los Acidos grasos presentes en la leche,
los cultivos lboticos no sblo altera la proporcion de estos,
aino tambibn pueden producir gran cantidad de hcidos grascs ¥
disminulr ligoramente los nivelen de colesterol en el plasma,
ya que ze ha demoatrado quo los moetabollitos produclidos
por el §. thormophlilus al fermentar la leche producen este

afecto, aunque no deo una forma muy significativa, (27)(30)

Por otra parte, los estudles copildemloldgicos han
indicade que ol consumo de altos nivelos de productos lActeos
fermentados pueden roducir el riesgo do clertas tipos de
cancer, no¢ He sabe por complaeto el mecanismo de acclbn de
astos microorganlsmos, paro sa ha sugerido qua los
Lactobhagllleos inhiben la carcinogénesla on estos sistemas por
inactivacibn -] inhibliendo 1la formacisn do compuestos
carcinbgenos en el tracto dastrointestinal, aunque no se sabe

cunles,. (61(8}

Para que sa obtengan buenos resultades en la



preparacibdn del yo'gh.urt es muy impor‘tant}é que la leche que se
vaya & utilizar Qomﬁ maﬁeri;_ﬁrima.épiﬁ 1ibre de antibibticos.
loa cuales puéden_"inhiblk'fﬂol  ;credimianto da los
micronrganiamou_ampleédoa,ﬁhfﬁ la fermentaclén, adembs de que
pueden ocasionar 'dt:éa problaﬁaa én lhrﬁeraona que vaya =&
ingerir esa leché.' Estos éntibi&tico: llegan & 1la leche por
Bu admihistfacibn a vacas con mastitis u otra enfermedad, vy
que son eliminados del organismo a través de la leche, de ahi

la razdn de que 4sta pueda contonerlos.({35)



3. IMPORTANCIA DE LOS CULTIVOS INICIADORES DEL YOGHURT.

La_'cnl;daa ﬁal?fpghurt dopoendo de la leche , 1loa
aditivos ampleados, loa 6uit1voa inicindores, las condiciones
de cultivo y el subsecusnte manejo del producte. Muchaa de las
varlnbieu‘qua afectan su calidad, pueden ser reguladas gon el
anilisis adecuado de la calidad de la materla prima, con el
control rigido del s=aneamiento y las condiciones del cultivo.
Una de las grandes variables, puecde ser ol cultivo inlciador.
Log procesos modernos an la industria lactea dapenden de la
manufactura de cultives comerciales que abastocen de

inicliadores adecuados para los productos lacteos cultivados.

Las cepas se selecclonan de acuerdo a 6 parsmetros
principolesn: temperatura de crecimiento, actividad, produccicon
de sustanclas aromaticas, variabilidad de lasa cepas,
viacosidad do los cultivos y su sensibilidad a los fngos, Laa
espocies solas, rara vez son suficientes ya que la produccldn
da Acldo ea mayor al usar una combilnacidn de cepas resultando
una melJoria que va deade las caracteristicas deseables dol
producte hasta en el valor nutricional. Asti la formontacidn
controlada de la lache cuando na usan iniciadores
soleccionados, presenta una oportunidad extraordinaria para
el eastudio. de las interacclones de entos microorgoanismos.

(10)(121{39)
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En el .éaad dé-.un Qogﬁurt Itarmlnado as de gran
importanala datectar laﬁ <capas inicladoras para asl poderlo
diferenciar de aquellas leches acidificadas artificialmente
que aparazc#n en ol mercado con el nombre de yoghurt, en el
cual la 1mpnrtancin da los cultivos lActicoa reside en el
fuerte desplazamiento del pH hacia la zona aclida que va unida
a la producecidn de cantlidades elevadas de aAcido; esto es
caracteristico del grupo al cual pertenecen ol gtrevtoceccus
thexmorhilug ¥ el Lactobaclllus bulgaricus, que =zon los
rasponsables de los cambles cuantitativos de los azdcares
presentes an la leche, aspeclalmente de los oligosacAridos,
durante la fermentacidn, ademds de la formacidn da
acetaldehido y &licina, importantes para el demarrollo del

sabor caracteriatico del yoghurt.(18)

Se ha cobacrvado que el Lagiobacillus bulmaricus

produca una o mMAs Sustancias con poder antimicroblano que
avitan el crecimiento y desarrollo de varios microcorganismos,
por lo que A4sta es otra razdn por la que es convenliente que se

ancuentron an forma viable en el yoghurt. (1}

11



4. FUNCION DE gStreptococcus thormephilus y Lagtobacillug
bulgaricus EN EL YOGHURT.

Son los microorganismos asenciales para la
produccién del yoghurt, los cuales son capacas de induclr una
fermontacibn lhctica en 1ln leche ¥y cuajarla, proporclonando
en el momento adocuado la acidez, aroma, sabor y textura

daseada. (38)

La participacidtn de las bacterias lhctlicas on 1la
elaboracibn de productos lhcteos ha tenide auge a nivel
industrial, de alll que se ha intensificado el estudio del
yoghurt ¥y dasde el punto de vista microcblieolbgico se tienen
problemas para poner de manifliesto la proporcidn de los
cultivos. Para obtenor el éptimo en consistencla, sabor ¥
olor, muches investigadores afirmen que eatas eapecies
debieron eosatar presontes en casl igual nimero en el cultivo,
ya gque la predominancia do una de las especoles, altera las
caracteristicas del producto. De acuorde con Davis ¥
colaboradores cl voghurt comercial del hoy contiene
aproximadamente igual proporcidn de Sitreptococcus ithormoehilus
¥ Lactobpgillus bulgaricus. Stoklin recomlenda gue la relacidn
de cocos ¥y baciloa puede smer mantenida en 1.1 & 1.2. Platt
describid un proceso continuo para la menufactura del yoghurt
usando igual proporcién (en tbrminos de relacibdn del inbdbeulo).

Potte ¥y Lolkema roportaron que es deseable unk relaeclbn de

12



cocoes y bacilos de 1.1 en ol producte terminadeo. Ssllars ¥y

Babel regomendaron wuna relacidn similar. Schulz y Hingst

raportaron que para un sabor tlpico de acoetaldehide  on el

yoghurt, los cocos y baciloa deben tener una relacidén 3:1.
Patte y Lolkema reportaron despuéds que la proporaién de los

cultivos lacticos en el final es influenciado por la

temporatura, ancidificacibn del cultive y relacidn dal

Andculo. (21)(22) .

La observacldbn de una relacidbn simbidtios entre
S4rentococouy Lhexmonhilus v Lactobacillus buldariesus en 1los
cultivos iniciadores del yoghurt fue primoramenta reportado
por Orla-Jansen. Patte y Lolkema qulenes observaron produccldn
de acidez mas rapida por la mezcla da cultivos que por 1las
cepas aoclas, deblde al inoremonto en el nbmoro do
astreptococons, Ello demuostra que se activa ol crecimlento de
&. thecmopbilus por factores cstimulanten producldes por L.
bulgarigua. Bautlsta y colaboradores, confirmaron que al
Lactobaccillus bulgaricug eatimula  al Streptocogcus
thermopbilus ¥y concluye que la glicina e histidina aon loa
aminohcidos esenclilalea. Accolas y colaboradores estimularon el
cracimiente con wvalina, lcoucina, histidina e isoleucina.
Brackuart y colaboradores concluyeron que la omisién de acldo
glutamico, valina, leucina, histidina y triptofano on ol medio
de crecimiente reduce la estimulacidn a un 50% . Galesloot

investigd al respecto y obtuvo en <onclusidn que ;7

13



thermophiluas Yajo condiclones osnaerobias produce suatancias
eatimulantes para L. hbulgsaricua y una de ellas es el Acldo
fbrmico. Adembhs, despubs del tratamiento normal de la leche
usada para yoghart (85-30 °C), L.bulparicus necealtsa
definitivamente al factor estimulante producldo por
B.thermophilus. Verings y colaboradores comprobaron que es ol
aicido formlco el factor estimulante do Lobhuleuricus. Higashio
y colaboradoras concluyen que ademis del Acido férmico, al

4cido pirdvico, también estimula a L.bulgaricgus. (2b)(31)(37)

Higashio y colaboradores concluyeron que algunos
paptidos ¥ aminobcidos libres no aromhticos resultantes de 1n
digestién enzimbtica de loa caseina o el hidrolizado tripsinico
de 1la c¢aselpna pueden estimular a §, thergephilus (14)(24).
Welnman y colaboradores sugirieron que [ ,bulgapricus puede =zmer

eut;mulndo por purina,adenina, guanlina, uracilo, y adenosina.

Hoon ¥ Roinbold demostraron que S,.thormophilus puede
inhibir & [, bulgaricus en la fane exponencial y estaclonaria
por limitacidén de nutrientes en el modio ya que es major

competidor. {25)

Otros factores que influyen en la relacidn
simbidtica de ostas especies son los sdlidos totales y el
tratamiento dado a la leche. Sellars y Babel {1978) notaron
varlaciones en 1la actividad de los madios de cultive en
difarentes lechos (reconstituldas ¢ freacas) usadas para su

propagacibn., El porcentaje de sblidos no grasos, presencia o

14



ausencla de grasa ¥ la concentraclédn de sales minerales pusden
influir en los niveles de produccidén de Acido por los

microorganismos, ¥ en el sabor ¥y aroma desarrollados, (25)

El mecanismo mha posible de 1la wutillzacibn de
Lactosa por 8. thormephilus vy L. Dbulgesricus, por medio del

cual se obtiene el hcldo Lhctico, es el sigulente:

156



Fig.1.

METABOLISMO DE LA LACTCSA EN EL Streptococcys thermorhilus
¥y Lagtobacillus bulgarigus.

Lactosa presenta en la leche

]
Mambrana Pormeasa

Calular y/o Lactosa

Gnlaotoa%Egzgﬂ,pﬂ‘foafotranuferaaa

- ———— e —————

Lac£;sa
/ > N
O~D-galacCtosa

~glucosa Gal ctonsa- 6 P
(Galnctokinaaa) (Hexoqulnaan) D-Tagatona-6-P

Glucoaa -6 Glucosa-B P Dihidroxiacetona—P

Gllceraldehido=-3-P Via

Embden-Hayerhof

Plruvato

L~ Lactato Dehidrogenasa
(LDH)

Acido LActico
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5. RECUENTO, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Streptococcus
thermepblilue ¥y Lactobagillus bulsaricus.

Daebido a la importancia de mantener un aquilibrio
entre cocos y bacllos, hay necesidad de +tbecnicas para
doterminar las proporcicnes relativas de §, thermophilug ¥ L.

bulguricus cuando crecen Jjuntoes on la loche.(24)

Por otro lado la mecanizacibn o gren oscala ¥y on
¢consecuencla el acortamiento en los tiempoea de produccldén se
traducen on la disminuclidn do los costos de operaclédn, por leo
mismo se da enorme importancia al disefic de¢ matodos lo
suficlientemente confilables que permitan la obtepncién del
producto final con las cualidades requeridas., Por medioc de un
exhAmen microscédplco =a pueds determinar la relacldn de estos
microorganismos en el yoghurt, perc esta técnica no es
suficiente, va que las células muertas no Ppueden ser
distingulidas de las vivas, por lo que este método se considera
inadecuado (4). Existe un nimero elevado de caldos y medios
de oultivos para la cuantiflcacidn o diferenciacidén de las
baacterias Adcido lactlicas, lo cual da indiclo de las
dificultades sxistentes para -1H aislamiento, debido
principalmente a las exigencias en cuanto a componentes
nutricionales complejos requoridos por estos microorganismos,
que van desde los carbohidratos, factores prapentes en
hidrolizades diversos hasta determinadas vitaminas,

aminocaclidos, bases poiricas o pirimidicas o bien jones

17



organicos.

Lia posiclibn taxonbmica dol Strertogocousn
thexmophilus ¥ del Lactobagillus bulgaricus sc encuentra on la
tabla 3.

Btrovtococcus thermophiluy es uno de los
estreptococos lactlicos mhs difiell de cultivar ya que necesita
faotores diversoes estimulantes del orecimlento que son
vitaminas como el Acldo pantoténico, la riboflavina y biotina
¥y por lo menos 4 amlnciAcidos. AdemAs requiere peguefias
concentraciones de <aalalo y disacAridos como la sacarossa ¥y
lactosa como fuentes de carbono. Guss y Delwiche obtuvieron su
creocimiento en. un medio con aacarcsa o bien en digerides
tripticos de caﬁeinq y atribuyercn sus resultados & la
naturaleza peptidica lde los compuestos liberados 'en 1a
hidrélisla. (2)(24)

Bus caracteristicas biogquimlcas se pueden observar
en la taBlE 4 y su morfologin colonial ¥ microscbpica en

la tabla 8.(1)
. Lmctobacillus bujmaricus es un micreorganismo muy

inoétéﬁle; . su - principal factor estimulante ndﬁriciﬁnal es la
riboflavina. (34)

18



Las condicionas de incubacibn ¥y pH son otros de loa
factores importantes on el alslomiento de estas bacterlas. Son
anaerobios facultativos ¥y no poseen aistema de citocromo, por
lo que sau desarrolle ea mejor on atmésferas reducildas da CO,
que ason uumini;tradaa por Ny + COp & H, + CO, on ausencia de O,
la mayoria da las aepas son acldiricas y el pH Jdptimo estd

entre 5.4 y 8,8, (22})(32)

Sua oaracteristicas bloguimicas se pueden observar
en la tabla 5 y su morfologia colonial y microacbpica en 1a

tabla 8,

19



TABLA 3
POSICION TRMONUMICA DEL Streptococcus thernophilus y Lactobacillus bulgarigus.

Familia Pnavrobiosis Geénero Grupo Especies principales Observaciones

pneumoni se parasitos
pyogenes, agalastiaz, patdgenos

wheris

loctie, cremorie,

diacetilactis

fhermophilus, bovig feraentos lacticos
fascalis, liguefaciens wspecios de lox

Corgvidisw mostos

]
y

Facyltativa Streptococcus

U
B

Streptococcacean pioGena
léctico
termoFila

Pediocaccus enterococos

(i

Leucan o citraverum, kefir Fermentoxs liécticos
. parasitos
estricta Peptostreptococous Pe. anasrobiys, fostidus

awsdfilo gasey, plaptaryms,
leichnanii
lactis, helveticus,
bulgaricus, acidophilus,

1b i Feraentos lécticos
facultativa Lactobacillus mecéfilo L. brevis. pastorianus

Terasfilo L. fermenti, caucasicum

Fr

|

Termdfilo

Lactobacillacess

wstricta Eubacteriym
Cateonchacterios parésitos patdgencs
Ramibacterium
Cillobasteriun




TABLA 4,
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL
Sirentocogoun Lhermophilus

PRUEBA BIOQQUIMICA RESULTADO
~ Formentacibn de Glucosea (+)
- Fermentacibn de Sacarosa f+)
- Formentaclbn de Raffinosa {=)
- Fermentacién de Galactosa {-)
- Farmontacidn de Xllosa {~)
- Hidrolisia de Gelstina (=)
- Hidrblisis de Almiddn (+}
- Hidrbdlisis de Hipurato (-}
- Hidrdlisis de Easculina {-)
- Hidrslisis de Arginina -)
- Crecimiento a 16%C . : (=)
- Crecimiento a 37°C = .. R 40
-~ Cracimicnto a 45°C . . . (+)
- Qagalgﬁg ,‘f'- ='::'v-f '; o - (-3
Ref, (3)(5)
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TABLA 5

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL
Lactobaciilus bulmgaricus

PRUEBA BICQUIMICA

RESULTADO

Fermontacibn
Fermentacidn
Fermentaclén
Formontacibn
Fermentacibn
Fermentacibn
Fermentacibn

Fermentaclén

de
do
doe
de
de
de
de
de

glucosa
Trealosa
fructuosa
Lactosga
Galactosa
Sacarosa
Arabinosa

Celobiosa

Hidrblisls de Enculina

Fermentacibn de Celobiosa

Crecimiento a 15°C

Crecimiento n 37°C

Crecimiento a 45°C

Catalasa

+)y

(-}
(+)
(+)
(+)
-)
(=)

-

(-}

-y
-y

()

(=)
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TABLA 6. -

CARACTERISTICAS

8. thermophilus L. bulsarious
Color Amarilla beige
Tamafio 4 mm 5 mm
Forma Redonda Rodonda
Bordes Irregularen Irregularas
Elevacitn Cbnecava plano-convaexa
Aspecto Humedo Humedo
Consistencia Butirosa Butiroza
Luz Transmitida Cpaca Opaca
Luz Reflejada Brillante Brillante

Gram

Cocos Gram (+)

Baciloa Gram (+)
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Les vy colaborudored_dasarrollaron un madio de agar
para la cuantificacidén diferenalal de bacterias inloiadoras
de yoghurt. Al desarrollar eate madic se astudis,
culdadosamente la fermentacidn de los carbohidratos de wvarios
cocos ¥ baciles. Con una aproplada combinaclén de sacarosa ¥y
lactosa, la produccidn de Acido por 8. thermorhilus e=m
astimulada, cuando =80lo una cantidad muy limitada de azdcar
utilizable (lactosa) para L.bulgaricus es aprovaechada, la
produaclidn de Aaido por el baclilo es rostringlde. Sin embargo
la cantidad de lactoaa, es ajuastada de forma que sa favorozca

la formacidn de buenas colonlas on el agar. (22}

Para 1la detecclén visual do los diferantes nivelea
de fermentacidbn, ae utliliza un indicador que os el parpura de
bromocrescl, adomha se agrega al agar carbonato do ocaleio, el
cual previene la difusidn del hcldo atravbéa del medio ¥y

localiza el Acildo producido por cada colonla. (5)(26)
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MATERIAL ¥ METODO.

1)  MATERIAL ¥ EQUIFO.

Eatufa 1 15 C. 37 G y 45’0.

Balanzu annlltica
'Balanza Granataria.
Aﬁtdclé#e 7
'f'Cuentu oolonla ﬁﬁg?ﬁfoa C1ént1ficpa.
'3 150 Cajas Petrr. BT . .

“?50 ubos de Ensnya.j;:"'

_350?§ip6t$a‘da dos mililitros,
1 Plpota de 10 ml,

2 Mecharoa.5
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2) Medios de Cultive y Reactives. -
a) Hedios de Cultive.
AGAR LEE

TRIPTONA 4 vv et aenensrneeneneiinnseeneineeans 10.0

g
EXTRACTO DE LEVADURA .....}......,..I......:;..:1o.o P
LACTOBA +svvvereeeseennseersrrasisensssssensrnes. 6.0 &
SACAROBA  « et essarersesenanssaeereneeei. 5.0 8
CARBONATO DE CALCTIO  ....vvvevusrssniinsnninesis 3.0 &
FOSFATO DIPOTABICO ...veuireurerrassnssasnissses 0.5 §
PURPURA DE BROMOCRESOL ..........ieeeeeeevennn. 0.2 &
AGAR ....... SN £ - 30 I
AGUA DESTILADA ..o\ .vcurennernonarncanernceanss 1000 ml

Ref. (22)
PREPARACION.

Se disuelven los ingrediontes en agua destilada con
caleantamiento suave, ajustando el pH dol medioco a 7.0 * 0.2
antes deo la esterilizacibn, la cual se efoctha por 20 minutos
a 15 1b de presién y a 121'C. Ya finalizada, cuidadosnmenta
sa enfria a 45°C el medio fundido, ¥y se wvacla en cajas

eastériles, obteniendo una capa de 4-5 mm ds espescr.
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AGAR MRS

(Héq.Ragosah Bhﬁrp)‘ _-i_ .
PEPTONA 1 ouvniniuneenaionianeneiianioinsen 10.0
EXTRACTO DE CARNE +euueveressrnnrsns 10.
EXTRACTO DE LEVADURA . .......
GLUCOSA ........ ‘

tiiisi... 10,0

OTIUS N

D NI I I

mB.R R

_ S e000
SORBITAN- mono oloato twen 80 .. ‘l;;}ffl.o.mlz_'

ACETATO DE SODIO TRIHIDRATADO ... ... <i....v... 5.0

g
CITRATO DIAMONICO ........... ...........,L.[.J.;‘é.c' -
SULFATO DE MAGNESIO. BEPTAWIDRATADO .........:. 0.2. g
SULFATO DE MANGANESO TETRAHIDRATADO ...L;,;.;.;f_o.05 g
AGAR ..... A RPN T 08 SO
AGUA DESTILADA ...... feeereateareatenteriiersas 1000 ml

reof. (4)

PREPARAGION:

5S¢ disuelven los componéentes en agua hirviendo.

Se enfrian a 50°C y mo agrega Acldo acétlico glacial
para ajustar ol pH a 5.4,

Transferly porcicnes de 100 ml. en frascos con

capacidad de 250 ml,

Se esteriliza en autoclave a 121° ¢ (156 1b de
presidn) durante 20 minutos. -
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Tanto para la elaboraclon de las cajas que contengan
al agar-de Les ¢ el agar MRS, sa dajlan en una estufa a 37° C
por 24 horas. esto por dos razoneat
1) Para comprobar quo el medlo enté estéril y
2) Evitar que se forme el agua de condensacidn dentro de
las calas.
Este procedimiento Gltime se siguléd para todas las

cajas con que so trabald en easte eatudio,.
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b} Bolucidn Amortiguante de Fonfatos,

Solucibn stocks

2
Agua desatilada .............. B0O ml.
PROCEDIMIENTO.

Disolver el fosfato en agua destilada y ajustar el
pH a 7.2 con hidrbxi&o'de sodio 1N. Llevar a un 1litro cen
agua deatilada. Esterilizar durante 20 minutes a 121 C ( 15 1b
de prauxén); Consorvar eon refrigeracién. Tomar 1.25 ml de
solucidn stock y llavﬁr a un litro con agua destilada, &sta es

la solucidn de trabajo.
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c) Para la realizaolén de la ldentificacidn bioquimica de 1los

microorganiamos estudiados, se utilizaron 1los sigulentas

medios:

1. PARA IDENTIFICAR Lactobacillus bulgaricus.

CALDOD MRS
{Man Ragossa Sharp)

PEPTONA  +vrevrvnresnnansnnenneenannannennn ... 10.0 g
CARBOHIDRATO ....... e et aieeriess.. 20,0 g
EXTRACTO DE LEVADURA .. ..vevrerevorenernnoneas Bi0 &
THEEN BO 4\ vrereuetrsarsnsesesesssrssansnacnsss 1 ml
KoHPO,  «vvvnnnn. ST S XTI
GHYCOONG, 3H O .v.veuiennenevnneneionieson il 5.0 i
MESO, H,0 ....... SR Jo.z g

MnSO, H,0 .......... RO .. 0.05 @
Si. 20 oml
.. .. 1000 ml
(Ratf.4)

ROJO DE CLOROFENOL (0.2%) .
AGUA DESTILADA ......... .

PREPARACION.--

Disclver los indredlentes en agun destilada, AJustar

el pi 6,2 - 6,5, Esterilizar a 116 -C durante 20 minutos ¢ 121

C durante 15 minutos (a 15 lb da Presaidn).
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Los carbohidrates utilizados para asegurar la identidad del
Logtobacillus bulgaricus fueron:

1. GLUCOSA
2. TREALOBA
3. FRUCTOSA
4. LACTOSA
5. GALACTOSA
8. BACAROSA
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2. PARA IDENTIFICAR Strepiococcus thermevhilus

CALDO BASE DE LEE.

TRIPTONA ... .. cioiinaenns, [N iesseeeas 10,0

.0 g
EXTRACTC DE LEVADURA ............. Ceeen - 10.0 g
CARBOHIDRATO  ........c.u.n ereraaaea eeesvasaes 10,0 g
CARBONATO DE CALCIO ....... N ciiienea.. 0 g
FOSFATO DIPOTASICO ......... P | 1
PURPURA DE BROMOCRESOL ... .i.vuveersas errenaai 0.2 g
AGUA DESTILADA ..... Ve bisebatessasersaasnasaass 1000 ml

{Ref, 22)

FPREPARACICOHN.

Se disuelven los ingredientes en.agua destilada ocon
calentamiente suave, ajustando el pH del medio a 7.0 = 0.2
antes de la esterilizaclbn , la cual se efectiha por 20 minutos
a 121°C {a 15 1b de presidn}.

Be prepara 0l colde basal como se indica,
agregidndoso el carbohldrato qua s6 desee para la
identificacibn del microorganismos estudiado en la cantidad ya
indicada.

32



Los carbohidratos utilizados en este caso fueront

1. GLUCOSA
2. BACAROSA
3. RAFFINOSA
4. XILOBA

b. GALACTOSA
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3) Huestras:

Para ol estudiog, Qe analizaron 6 marcas diferentea

de yoghurt. que fueron las siguientesn:

10 yoghurts
10 yoghurts
10 yoghurts
10 yoghurts
10 yoghurts

marca

marca

marga

marca

marca

Darel
Dalsa
Chambourcy
Danone

Alpura

Todes los Yoghurta eran al natural, es declr, no

contenian ni sabian a alguna fruta.

Para efectuar el astudio a cada yoghurt se le maneld

asignandole una clave, las cuales fuerpn:

HARCA. YOGHURT
1 DANONE
2 CHAMBOURCY
3 DELSA
K ! ALPURA e
5 DAREL
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HUESTREO.
Durante el muestreo, el udnico paf&motro que se siguld fue
que ol Yoghurt a annliaur no hubiera llegado a su fecha de

caducidad.
HETODOLOGIA.
1) Prnpnraciéﬁ_do 15 mﬁestrah

: 'Laﬁfj muaatrau qua £l analizaron sran semiliquidas
vor leo quo so agitaron para homogenizarlas antes de abrirlas
¥y con ln ayudn du unua tijoras asthrileu ae; quitaron las tapas

o lo que oubrlera al produoto.:'“”'

. Ba peab 1 ie 1a muoatra y se le agregb 8 ml de

de uolucibn amortiguante de pH 7' SQ homogenizd durante 1

minutoz' manualmant " corvespondid & 1la

dilucién 1t 10. ..

En . muy importnnte qua la muestra estd on  contacto
con la solucibn diluyento menos do 20 minutos, puesto que
pasado oate tiompo. 1a cantidad de microorganismes on la

muastra ompleza a disminuir,(16)

Se continuaren las dilucicnes decimales
tranasfiriendo por medio de pipetas estariles 1 ml, del

homogenizado & 9 ml, de solucidén diluyente, tal como se

35



muestra em el esquema 2.

-Be 'hidieron por cada muehfrq 7 ‘diluciones, las
. cuales fuaron'ﬁedeuaf;aéaéhra obtencr en la cajas cuentas que

oacilaran on;fé a0 y 300 oblonia#.

E1 procedimiente se onucentra esquematirzado en la
figura 2. ¢ N
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VOLUMEN
oEL VOLUMEN 180CUL ADO DILUGCION

DILUYENTE

| m/

. % - 5 )
N

(=)
S & o
9t N
D > N
ol 1o?
9 m}
o T
, 107°
9 mi
o

9 m

ESQUEMA 2 PREPARACION DE DILUCIONES E INOCULACION OE CAJAS.



FROCEDIHMIENTO.

Ya realizadas las diluciones, se transfierid 1 ml de
las Wltimas cqatrd diluclenes en cajas petrli que ya contenlan

al agar de Leé;-aﬁiréomc sa muestra &an el esquema 2.

" ge ovipb)todé'tipo de contaminaclibn con leca bordos
de las aanjas pétti ¥ tuboa.

En ol momanto de vaclar ol contenido de la pipota al'
madlio fué neoanario deJar un pequefio espaolo entre el’ medio y

la pipata para no romper 8l medio.
Se uabd un# pipeta para cada dilucidn. o

Con 'una wvarilla doblada b5t§r11 "me extendib 1a
muestra uniformemente sobra el égar.-haata ﬁha asta ae'hubiera

sacado,

Se incubaron las placas en una atmbafera parcial de
CO durante 48 horas a 37°C. Esto a6 logrd utilizando una caja
da anneroblosis dentro de la cual se colocan las aqajas ya
sembradas. Antos de cerrarla, se goloca ¥y se prende una veln,
la cual =0 apaga cuando la cantlidad de axligeno y& no as

suficlente para que continve prendida,
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Tranoscurridas las 48 horas, s8e escogiercn las cajas
con la diluecidn que tuviera antre 30 y 300 colonlas para leer,
para asal obtonser un promedio del nimero de Lactohacillua
bulgarigus » Srerptocogous fhermophilus que debs haber en una

muestra de yoghurt. Las ocolonias se diferenciaron, bpor
morfologla coeleonial y microsodplea, guihndosa con la
" reoportada sn la bibliografia y qusa ya se ha moncicnade an

la introduccidn,

Las colonias tlpicas ao reaislaron por saparado. El

Lactobacillus hulgaricus en el agar MRS, que a3 eapeaial para
su desarreollo ¥y el Streptocooegus thermeoephllus en mgar de Lee
por haborse observade que se desarrollabs perfoctamento on &1,

ya que es dificil nu desarrollo on otros meodios,

La comprobacidn de 1a identidad do losa
microorganlamcs manejados sa hlzo emploando las siguientaes

prusbas bloguimlcas:
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1) Para

Laglobacillus bulgaxiqus:

PRUEBA BICQUIMICA

Fermentacitn

Fermentaoién

Ferméntnoibn_

'Fefmonﬁééibn

Fermentacion

;quﬁgntqcibn

de

de.
de
de

de
de

glucosa

Trealosa
fructuosa
Lactosa

Qalactosa

Bacarosa

‘Cresimiento a 15°C

Crecihieﬁto a 45°C

Catalasa

Tabla tomada

do Alais,

40
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2) Para Btreptogoocus thermophilus:

PRUEBA BIOQUIMICA

Fermentacibn
Formentaaidn
Formentacldn
Fermentacibn

Fermentacibn

de Glucosa

do Sacaroaa
de Raffinosa
de Galactosa

de Xilosa

Crocimionto a 15*C

Cracimiento a 45*C

Catalasa

Tabla tomada

de Alais, Ch. Clencla de la lecho
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La pruaba de catalasa realizada a los 2

microorrganismos estudiados se puede realizar de 2 formas:

PROCEDIMIENTOQ

1. Cubrir 1a place do cultlvo con ol perdxldo de hidrogeno
al 35%. cobservar la formacidn de burbujes. Las colonias qua no

presenien formacldn do gas son catalasa negatliva.

2. Transferir con un asa, una peguefia porcibn de la colonla
solecclonada para ser estudiada, a una gota do pordxidoe de
hidrégeno en un portacbjetos y observar la formacidn de

burbujas.

En eate caso se utilizbd el segunde procedimiento
para asegurarse de gque la qolonla escogida obtuviera ol

rosultado esperado.

El creciﬁiento a las 2 temperaturas observadas (45
15 §) smse efectud escogiendo de laas cajas las colonias que
cumplieran con la morfologla indicada, se rescmbraron en Agar
Lee los Streptococcup thermorhilus y en Agar MRS Lactobaclillua
bulgaricus ¥ se observd, s3i ha dichas temperaturas habia

arecimliento.

42



Para dife_u"eﬁc'iar ol L. bulaaricus del B.thermophilus

se hizo mgdinnﬁe,lh‘ﬁorfologia colonial y microscépica da

estos . microorganismos las cuales debian correaponder a las

caracteristicas que se presentan en el sigulente cuadro:

CARACTERISTICASB 8. thermophilus L. bulgaricus

Color Amarilla beige

Tamafio 4 mm 5 mm

Forma Redonda Redonda
Bordes Irregularos Irragulares
Elevacidn Concava planc~convexa
Aspacto Hiimedo Hbmedo
Conaistoncia Butirosa Butirosa

Luz Transmitida Opaca Opaca

Luz Reflejada Brillante Brillante

Gram

Cocos Gram (+)

Bacilos Gram (+}
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RESULTADOS.

LECTURAS DEL Stxeptegeccus Lhermophilus en el Agar de lee.

Millones da colqﬁiaalg L

HUESTRA MARCA 1 HMARCA 2. . MARCA 3 MARCA 4 "MARCA. b

1 162 188 113 410 . o8

2 88 148 av 216 432
3 105 510 36 560 288
a 340 830 484 871 12

5 . 550 568 200 240 . b24

& 477 1380 33 arz . 83
7 120 510 54 17 - 208,
8 1280 280 540 _24é : as8
9 390 14 420 194 . 188

10 196 38 140 - 368 L asal




LECTURAS DE Lagtobacillus bulgarigus en el Agar de Lee.

Millones de colonias/g

MUESTRA MARCA 1  MARCA 2 MARCA 3 MARCA 4 MARCA 5
1 325 110 58 118 a3
2 35 88 as 57 148
3 40 220 14 183 118
4 174 220 360 223 820
5 860 230 141 80 440
8 376 830 13 100 21
7 64 197 18 15 87
8 1120 140 360 ad aas
9 70 6 200 49 54

10 72 10 89 96 130
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CUENTA TOTAL DE Lanxgﬁﬂnillnh':hulsﬁxiﬁnz ¥y Stiroptocogcus
thermophilus en el Agar de Lee.

H;l}dpas_QQ.coiPniaa/g

MUESTRA HARCA 1  MARCA 2. ~MARCA 3 MARCA 4  MARCA 5

222 . 278 "
RTINS
REVL
'5131;'
izialql*

~" 188 26 182
T A 273 580
f'épﬁ f:“_;‘743';._ 414
.ﬂiagéir‘ U1 VR 1632
341 ;;“ 320 984
883 o a6 . 412 " - B4
RETTRS & 82 205
2400 . 420 - 900 334 786
L 715 BT 620 243 242
268" . - 48 209 464 484

LI L T TS TR I

[
o
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b) En cuanto a la utilizacidn del agar de Lee se observd que
las colonias 8l correaponden a la morfologla esperada,
tenlendo algunoa problemas que se discuten en el sigulente

capitulo.

c) En cuanto a las pruebas biloguimicas, se escogleron de cada
caJa 3 colonlas que cumplieran con la morfologila colonial
indicada ~en la bibliografla, obtenlendose wun 98% da
concordancia con los resultados esperados.

Los resultados de las blequimiocas, fueron los

sigulientaes:

1) Para Streptococous thermophilus.

PRUEBA BICQUIMICA RESULTADO

~ Fermentaclién de Glucosa {+)
~ Fermentacibn de Sacarosa ()
-~ Formentaclbn de Raffincsa (-)
- Formentacibn de Galactosa =~}
~ Fermentacibn de Xilosa (‘J.
- Crecimlento a 15 C &)
- Crecimiento a 45 C ) ()
- Catalasa (-}
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'2) Para Lactobacillus bulaaricus

PRUEBA BIOQUIMICA

RESULTADG

=~ Fermentacibn
~ Formentacibn
- Fermentacibn
- Fermentacibn
- Fermentacidn

~ Fermentacidn

de
de
de
de
de
de

glucosa
Trealosa
fructuosa
Lactosa
Gulactosa

Sacarosa

- Crecimiento a 16°%

- Crecimiento a 45°C

- Catalasa

)
-1
(+)
.
()
(-)
)
+)
-)
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DISCUSION DE RESULTADOS.

A los datos obtenidos de la cuenta de [Lactobgclilluas
hulgaricus, treptogogous thermoshilus y por consiguiente de
la suia da ambos, =#2a les realizd un tratamiento esmtadistice
pnﬁu obeservar que tan significativos eran estos dates para quse

. a partir de ellos se indigue el ntmero do colonias que puede

contener un yoghurt que me encuentre a la venta .

Ba realizd un Analisis de Varianza por haberas
realizado un muestreo aleatorioc, es decir, en fechas distintas
procurdndo:e gque fueran de lotea diferentes, para asl desechar
la pesibilidad de analitar un solo lote qﬁe pudlera haber
tenide problomas en el ntmero de estos microorganismos desdes

un principio,

Los resultados fueron los sigulentest’
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A) Lactobacillus bulearicus

a) Entre tratamientos.

Namero de datos en total:

Himero de datos en cada tratamiento: 10
FUENTE SUMA DE GRADOS DE  VARIANZA  F P
CUADRADOS  LIBERTAD
ERTRE o
TRATAMIENTOS  232856.F000 4 ° '58213.750 1.188 0,329
ERRCR - . . .
RESIDUAL 2203473.000 45 48966.067
b} En cada tratamiento.
S . DESVIACION INTERVALO DE
MEDIA STANDART CONFIARZA
MARGCA 1 T 293.6 17,1347 2569 - 328
HARCA 2 213.0 14.5945 184 - 242
MARCA 3 Co125.77 .0 11,2118 . 103 - 148
MARCA 4 100.7 10.0349 81 - 121
MARCA 5 188.8. 14,1031 111 - 221
TOTAL 186.38 . 13.8621 168 - 214
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b) Straplococoun thermophilus

Namero de datos en total:

Numero de datos ep cada tratamiento: 10

GRADOS DE  VARIANZA

FUENTE SUHA DE ‘PP
GUADRADOS  LIBERTAD : '
ENTRE R T
TRATAMIENTOS  285716.820 4 74675.230 .0.842° 0.506
ERROR : T
REGIDDAL 3988825.400 . 45 BBB40.584
b) En cada tratnmionto;'ff
DEGVIACION THTERVALO DE
MEDIA STANDAR CONFIANZA
MARCA 1 389.8 18,2248 331 - 408
MARCA 2 444.7 21.0878 402 - 488
MARCA 3 207.7 14.4118 179 - 236
HARCA 4 329.4 18.1483 203 - 388
MARCA & 353,4 18.7989 316 - 3gn
TOTAL 340,96 18.4661 304 - 378
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<) SUMA DE Lactohagillus bulearicus v
Stxeptogogous thermorhilus.

Nimero de datos en total: 50

Numero de datos en cada tratamiento: 10

FUENTE SUMA DE GRADOS DE  YARIANZA P P
CUADRADOS LIBERTAD

ENTRE o :

TRATAMIENTOS  34B21.720 . 4 208706.430 . '0.802 0,530

ERROR : . SRR

RESIDUAL .117108E+08 45 260235{947

b) En cada tratamianto,.

R B
MARCA 1 663.2 25.7526 612 - Tib
MARCA 2 657.8 . 25.8476 €06 - 708
MARCA 3 333.4 ' ys.2502 297 - 370
HARCA 4 430.1 ' 20.738B 389 - 471
MARCA & 552.3 23.5010 505 - 588
TOTAL 527.34 - 22,8638 481 - 573
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Cen .aﬁﬁoa'-kéuulthdos. s§ pueda obaarvar quo
entadlatiaaﬁuhﬁe la diferanclu no as slignificativa entre cada
grupo. '.deoir., caai nho hny diferencia entre loa datos
cbtenldos entra 1a§ diferentes margas, pero aunque tampoco sa
obsgrva una difqronciu significativn en un mismo grupo, se
puoda nétué valores ﬁuy diferentes ontre las cuentas do un

mismo grupo, lo cual se puede deber a las sigulentes razones:

1) A que en al muestrec hubo deade yoghurts recién salidos

a la venta hasta yoghurts a punto de caducar.

2) Que al productoer no lleve ninghin control sobre sl nbmoero
de astos micrcorganismes on el producto, lo que puede
.ocaslonar que haya muestras que contengan un nbmerc bajo,

desade gu producclén

Debide a qua so deseaba manejar adocuadamente el

agar de Lee ¥y su modo de uso, sd4le se analizaron B0 muastras,

De todas maneras se puode obaorva: que tddankalaa

cuentas caen en el rango de 10 por lo que . podemoa darnoa:

cuenta del numoro ds microorganiamos qua un Ynghurtu ti

el mercade, con lo cual se pusde diseﬁar

muestroo y manoajo del producto para asi reali ar

estadistico que permita establecer una norma snnitarla.
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En las muestras analizadas se encontrd las siguientea

madias:

1. Para Lactobacillus bulgaricus: 186 X 10° con un intervalo

do confianzon entre 158 a 214 millones de colonias/g

2. Para Strepkogaccus thormephilus: 341 X 10° con un intervale
de confianza de 304 a 378 millones de colonias/g.

Por otro lado, con lo gue reapecta al agar de Lee, se
observd como ya se ha mencionado, que la morfologla colonial
qoincide con la de la literatura, pero se encontrd que al
momento de leer las cajas, hay una clerta dificultad, ya que
los Laoctobacillua bulgaricus, 8eolo ae obscrvan &l incidir la
lui .én forma oblicua en el agar, es decir, noc se llegan a
distinguir muy claramente al observarse directamenta sobre el
cuanta colonias, aunque en si1 s1 hay una diferencia olafa
entre las colonias de L+hglggxlgga ¥y una colonis ‘de. 8.
thormorhilus morfologicamente.

En la composicion del modio de oultive, este utiliza .
el indicador phrpura de bromocresel, el cual vira da rojizd a R
pirpura al producirse una determinada cantidad de gcidﬁ.por el
Streptocogcus thermerhilus on el medio, esto os para éue " se
puada detectar 1las <ceclonias de este microorganismo al
realizarsc el conteo de cada colonia y podorese diferenciar mas
fTacilmente entre elles;, poero al memento de reallizarse el

anblisis seo encontré que este principio no se cumple del todo
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cuando no se han controlado estrictamente las condiciones de
Incubacibébn, ya que aungue si sucedse el vire de celor, el Area
que comprende no s=o0le es alrededor del Btreptogoooug,
thermeophilua sino que tambidn se extiende } cubre el Aroa de
los [Lactobagillus bulgaricusa, en ocasionas combibndose el
color de casi toda la caja. Esto se puede deber a que hay una
excesiva producclén de Adcido en toda la caja por lo quo
obviamente vira una zona mayor. Esto no dificulta 1la lectura
de las cajasa, yYa qua las colonias inmediatamente se distinguen

morfologlcameante.

La gran ventaja de este agar fue que permite ol
crecimiento de ambos microorganismos y que aunque presante las
dificultades ya menclonadas al momonto de la lectura, =2i es

FAcll diatinguir una colonla de otra.
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CONCLUSIONES.

Ds la evaluacibn realizada sl medio da Agar de Léo, ne
concluyd que eé un medio que contlene los sustratos necesarios
para ol crecimiento ¥y desarrollo, tanto del Lactobacillus
bulgaricus como del Sireptocogous Lhormorhilus, obteniéndose
colonias faclilmente distinguibles entre si, permitiendo por
lo tanto realizar la determinacidn ¥y cuantificacién de estos
microorganismos en un Yoghurt comorcial, siempre y cuando ne
cumplan' las condicliones adecuadas de temperatura ¥ tlempo de

incubacién.
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