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La leche es un producto agrícola fácilmente fermentable por bacterias ucidilicantes debido 
a su buen balance de nutrientes, de ahí la imponancin de conservar la leche y los producms que 
se elaboran a partir de ésta. Algunos de estos alimenms fennemados se hnn desarrollado en fom1a 
natural, pero con las tradicionales técnicas de selección y el desarrollo de la Microbiología como 
ciencia, algunas de las bacterias pudieron ser aisladas, seleccionadas y usadas como cultivos para 
la obtención de productos fermentados. Estas han sido desarrolladas comercialmente como 
cultivos iniciadores altamente específicos, principalmente en los productos lácteos, como el 
yoghun. En general las bacterias ácido lácticas son seleccionadas en base a la rápida producción 
de ácido láctico (20, 24). El yoghun resullll del desarrollo de determinados microorganismos que 
modifican los componentes nonnales de la leche. La lactosa se transforma parcialmente en ácido 
láctico. Las proteínas sufren una hidrólisis parcial que mejora su digestibilidad (65). Tiene una 
gran aceptación y existe en el mercado en su estado natural o bien adicionados con fruta, 
edulcorantes y/o saborizantes (9). 

La leche es acidificada por medio de un proceso de fermentación producida por la mezcla 
del Streptococcus thennophilus y el Lactobncillus bulgarlcus. Ambas especies tienen 
requerimenlos nutricionales muy complejos, siendo Ja leche un producto que contiene los 
materiales necesarios para cubrirlos (38). 

El sabor, acidez y consistencia característicos del yoghun es lograda por la relación 
simbiótica de las bacterias que Ja fermentan. La acidez es uno de los mejores índices de 
aceptabilidad del consumidor hacia el yoghurt natural (20). El yoghurt de acuerdo a la concepción 
del mercado actual, debe ser un ltquido suave, y de gel delicado; pero en ambos casos debe ser 
un producto uniforme, de textura finne, con Ja mútima sinérisis y con sabor característico (20). 

Para Ja elaboración del yoghurt se emplea leche entera o descremada, libre de antibióticos. 
Se le adiciona leche en polvo o leche evaporada, cuyo propósito es mejorar la firmeza del 
producto y darle al gel una mayor resistencia a los daños mecánicos evitando así el desuerado 
durante el manejo normal del yoghurt (37, 65). La textura de dicho producto va a variar 
dependiendo de los sólidos de la leche y el contenido de la grasa. El grado de acidez puede variar 
según las cepas empleadas, la temperatura y el tiempo de incubación (47). 

El yoghun o productos tipo yoghurt, se consumen en cantidades significativas en México, 
por lo cual se realizan diversos estudios en tomo a la elaboración de productos fermentados tipo 
yoghurt bajo diferentes formulaciones, todo esto para optimizar el proceso y bajar el costo (23). 

En México el consumo nacional de yoghurt en 1980 fué de 15 mil toneladas, lo que 
represenlll el 8% del t Jtnl de derivados lácteos, <¡ue se producen en el país. Para 1985 el consumo 
de este producto fué de 32 mil toneladas (una duplicación en la producción en sólo cinco años), 
esto representó el 13% de los derivados lácteos producidos en ese año. Las proyecciones para 
1989 y 1995 son de 46 mil y 66 mil toneladas respectivamente (20,7). 

En base a lo anterior cabe mencionar que el desarrollo de nuevos productos fermentados 
tipo yoghurt, es contfnua, así como la introducción de estos al mercado, ya que el estudio de las 
estadísticas y de las proyecciones esperadas de la Cámara Nacional de Productos Elaborados con 
Leche (CPAEL), partiendo de los datos registrados desde 1979 a 1985 muestran una tendencia 
gradual de consumo ·de yoghurt. Tomando en cuenta Ja proyección lineal que existe para este 
producto desde 1986 a 1995, con un coeficiente de relación de 0.98661 y una bondad de ajuste 
de 0.97314 (7,20,21), Ja cual muestra un crecimiento favorable para este tipo de productos, el 
estudio del proceso y de su optimización, continuan siendo importantes, por lo cual el presente 
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trabajo se abocará al estudio de diferentes cepas lácticas y su aplicación para la elaboración de 
un producto tipo yoghurt. 

-3-



Capitulo 1 

-4- . 



ANTECEDENTES 

1.1.· La leche y su Importancia. 
El problema del hambre y del abastecimiento de alimentos datnn desde los inicios de In 

historia del hombre, siendo, la alimentación vital para la subsistencia de la vida. Sin embargo, 
en la actualidad la mayoría de la población tiene una mala alimentación con diferentes grados 
de desnutrición, debido a que en algunas regiones del mundo no se produce la cantidad suficiente 
de alimentos como: carne, leche, cereales, frutas y hortalizas, y su nivel de desarrollo está muy 
relacionada con dicha producción de proteína animal que representa una función importante en 
las diferentes sociedades. La leche es un producto animal que el humano ha explotado para su 
subsistencia, es producida para cubrir los requerimentos nutricionaies de las crías para quienes 
está destinado, su composición es relativamente constante, aunque existe una serie de factores 
que influyen en su producción y composición (37). 

1.2.· Definición 
La "leche de vaca" se ha definido como la secreción, excluyendo el caiosrro, que se puede 

obtener mediante los métodos normales de ordeño de la glándula mamaria lnctnnte de vacas 
sanas. Es una mezcla compleja que se presenta en tres grados de dispersión: 

a) La lactosa, as( como los minerales, sobre todo calcio y fósforo, enzimas y vitaminas 
hldrosolubles y varios compuestos orgánicos secundarios como el ácido láctico y 
cítrico existentes como una verdadera solución. 

b) Todos los componentes de la caseina se hallan en forma de micelas dispersas 
coloidalmente. 

c) Los glóbulos de la grasa se encuentran en un estado de emulsión. Su característico 
color opaco, "lechoso", es debido principalmente a la dispersión de sus protefuas 
y sales de calcio. Aparte de las condiciones patológicas de las vacas que originan 
la producción de la leche (1,2,16,18,37). 

l.J .• Valor Nutritivo 
La importancia de la leche se debe a su alto valor nutritivo, ya que sus componentes se 

encuentran en forma y proporción adecuadas. El desarrollo de la ciencia de la nutrición permitió 
'identificar la importancia de la leche como una buena fuente de proteínas de alta calidad, calcio, 
riboflavina y vitamina A (37). La leche contiene protefuas superiores, no solo porque éstas 
encierran todos los aminoácidos esenciales, sino también por que la leche posee además 
cantidades de otros aminoácidos que se encuenrran en pequeñas cantidades en las proteínas 
vegetales. La grasa es una fuente rica de energía, aproximadamente un 4%, y rinde 9 kcal/g (60). 

Los carbohidratos son otro elemento que aporta energía, 4 kcal/g. La lacmsa es el azúcar 
de la leche y está constituida por partes iguales de glucosa y galactosa. Se digiere y se asimila 
un tanto menos rápidamente que la mayoría de los otros aztlcares. Por orra parte la leche es una 
fuente importante de galactosa, aztlcar poco comtln en forma aislada, que está relacionada con 
la sfutesis de cerebrósidos (60). 
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Los minernles de la leche y sus productos asegura una ingestión adecuada de calcio y 
contribuye con cantidades sustancinles de fósforo, potasio, sodio, cloro, magnesio y azufre. Los 
minernles tales como el zinc, cobre, cobalto también se encuentran en la leche (15,37). 

En cuanto al apone vitamínico de la leche, la ingesta de raciones alimentarias (250 mi), 
se reconoce sobre todo las vitaminas A, B1 y B2 las que se consideran dentto del valor nutritivo 
de la leche. Sin embargo, no deben despreciarse el aporte de ácido pantoténico, vitamina B12 y 
vitamina D ya que estos factores no son abundantes en la alimentación habitual del hombre (37). 

1.4.· Composición Quhnlca 
Hablar del contenido cuantitativo de los constituyentes de la leche es aventurado, debido 

a que estos no son muy estables considerando los puntos antes mencionados; pero lo que si se 
puede decir es que la leche es una mezcla de sustancias definidas tales como: carbohidratos 
menores, lfpidos, proteínas, sales minerales, vitaminas, cte., que existen en emulsión, suspensión 
y solución. 

La composición media de la leche normal de vaca es la siguiente: 

Extracto seco 
12.5% { Extracto seco 

desgrasado 9.0% 

Agua 87.5% 
Grasa 3.5% 

{ 
~~~;:· !:~~ 
Sales 
minerales 0.8% 

100.0% 

La leche contiene además enzimas (fermentos), vitaminas y ácidos líbres (60). 

Protelnas: 
Las protelnas son constituyentes fundamentales de la leche. La caseína, componente 

principal de la proteína láctea (80%) y que no se encuentra en ningún otro producto aparte de 
la leche, tiene una atención preferente por pasar a formar pane del queso y por sufrir 
transformaciones en muchos procesos tecnológicos {60). 

Llpidos: 
La cantidad de lípidos o grasa que contiene la leche y su composición son muy diversos 

en las distintas razas bovinas. La alimentación de las vacas ejerce también una gran influencia 
en este sentido. Los lípidos de la leche se clasifican en tres grupos que son: 

l.· La materia grasa propiamente dicha, que son los trlglicéridos que forman el 
96% del total de los lípidos de la leche. 

2.· Fosfolípidos que constituyen el 0.8% a 1.0% de los lípidos. 
3.· Sustancias insaponificables, que constituyen aproxlmadernente el 1 % (57) . 

. 6. 



Cnrbohidrntos: 
Los cnrbohidratos los podemos encontrar1 libres en solución en fase acuosa 

de In leche y unidns principalmente con las proteínas. En la leche se encuentran la lactosa, 
polisacáridos, glucosaminas, etc .. La lactosn es el carbohidrato dominante, es un disacárido 
compuesto de los monosacáridos: glucosa y galactosa, se encuentran en solución en forma libre 
y en concentraciones importantes en las leches; es también el componente más abundante, más 
simple y más constante en la leche (57 ,60). 

Minerales: 
En la leche los minerales pueden variar de 3 a 1 O g por litro. El contenido de minerales 

varía poco seg¡ln la raza, la alimentación del anlmnl, la época de lactnción, tienen poca influencia 
en el contenido de sales. El fósforo y el cnlcio, forman pane esencial de In porción 
minero-coloidal de la leche. Aunque también el magnesio en pequeñas cantidades. Asociado a 
estos minerales se encuentra el ácido cítrico (57). 

Acldos Orgánicos: 
El ácido cítrico se encuentra en la leche de vaca en 1.8%, este ácido interviene en el 

equilibrio de calcio en !ns micelas. La leche contiene normalmente otros ácidos orgánicos en muy 
pequeñas cantidades, como es el ácido neurnmínico, ácidos allfáticos de bajo peso molecular, 
especialmente los ácidos fórmico, acético y láctico en la proporción de 0.04, 0.038 y 0.55% 
respectivamente (57). 

Enzimas: 
En In leche se encuentran varias enzimas relacionadas con el grupo de albúminas, con las 

cuales generalmente floculan. En disolución acuosn son poco estables y muy sensibles a ciertas 
influencias externas, en especial a las temperaturas elevadas se inactivan a temperaturas 
superiores a 60"C. Algunas de estas enzimas so. encuentran concentradas en la membrana de los 
glóbulos de la grasa entre las que tenemos a las. reductnsas, fosfotasas, protensas y catnlasas (37). 

Vitaminas: 
Las vitaminas son principios activos indispensables para el curso normal de los procesos 

metabólicos del hombre y de los animales. El contenido vitamínico de la leche puede ser muy 
variado. Depende sobre todo, del estado sanitario de los artimnles y del tipo y calidad de la 
alimentación. La leche figura entre los alimentos que contienen la variedad más compleja de 
vitaminas (37), 

1.5 •• Conservación de In leche, 
La leche resulta muy perecedera, pues su estado líquido y su composición nutritiva la 

hacen muy propensa a alterarse por la. acción de los microorgartismos. La leche puede encerrar 
desde el principio organismos perjudiciales para el hombre, como los de la tuberculosis 
CMycobacterium tuberculosis), entre oU'os o adquirir gérmenes nocivos cuando se manipula 
(1,28). También se debe protegerla de las alteraci9nes de origen químico y fisicoquúnico, por lo 
cual se aplican diferentes procedimientos de conservación: 
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(!,28). También se debe protegerla de las alteraciones de origen químico y fisicoquímlco, por lo 
cual se aplican diferentes procedimientos de conservación: 

Procedimientos Físicos: 
La modificación de la temperatura es un parámetro importante pues como todos los seres 

vivos, los microorganismos reaccionan a las modificaciones de la temperatura del medio en que 
viven, y se caracterizan por: 

una temperatura óptima de desarrollo que favorece el máximo de multiplicación. 
una temperatura mfnima de desarrollo, por debajo de la cual no se rnulúplican. · una 
temperatura máxima de desarrollo, por encima de la cual el microorganismo muere 
(56). 

Procedimientos Qu[mieos: 
Determinadas sustancias, añadidas al medio, dificultan el desarrollo de los 

microorganismos o provocan su destrucción. Otras actuan enérgicamente, aún a bajas 
concentraciones. Siendo éstos los antisépticos como: agua oxigenada, ácido bórico, ácido 
salicílico, etc. (65). Estos procedimientos son peligrosos e incluso estan prohibidos como métodos 
de conservación en México, tanto en ln leche como en los productos derivados, según la Nonna 
Oficial Mexicana (45). 

Procedimientos Biológicos: 
En este caso se favorece el desarrollo en el producto a conservar de ciertos génnenes 

capaces de limitar el crecimiento de otros microorganismos que atacan a los componentes del 
producto cuya integridad quiere conservarse. Los métodos biológicos se usan raras veces de 
manera aislada, por modificar notablemente el desarrollo de la leche (59). 

1,6,- Leche y productos lácteos elaborados. 
Las formas de usar la leche son muchas y variadas: desde la leche líquida sin cambio 

aparente de composición, pero tratada por el calor para hacerla bacteriológicamente inócua y 
dotarla de la propiedad de conservarse, que huga posible su transpone y clislribución, hasta la 
extracción de los distintos componentes como la grasa. lactosa y caseína, es evidente que los 
clistintos productos lácteos clifieren mucho entre s! en cuanto a valor nutritivo (37). En la tabla 
1.1, se muestra de manera general la clasificación de las leches y sus derivados. 
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TABLA1.1 

Cl.ASIFICACION DE LAS LECHES Y SUS OERIVAOOS 

LECHE BRONCA 

LECHE FLUIDA 

LECHE INDUSTRIALIZADA 

DERIVADOS LACTEOS 

FUENTE: CAMAAA DE PRODUCTOS UICTEOS Y AUMENTOS 
E!AllORADOS CON LECHE Y SUS DERIVADOS EN MEXIC0(19BS). 

- leche Pasteuriza:la 

[ -Leche Relmtm 

- leche en Polvo 

----[ -LecheEvapor¡lla 

. '- -leche Corxlensada 

-f -e -Fresco 
-Oleso 

:::: ~aduro 

-Mantequilla 



TABLA 1.2 
TIPOS DE CONSERVACION DE LA LECHE 

PROCESO TRATAMIENTO FINALIDADES VIDA DE 
ANAQUEL 

PASTEURIZACION TERl>UCO DESTRUCCION DE BACTERIAS HASTA UNA 
• LENTA' 63'/30 MlN. PATOOENAS POR ACCION DE SEMANA 
- RAPIDA: 85º/IS SEO. LA TEMPERATURA 

BSTERILIZACION TERl>UCO' DESTRUCC!ON DE BACTERIAS 3 MESES A 
• 121 ºC n. SEO, PATOGENAS POR ACCION DB TEMPERATURA 

LA TEMPERATURA AMBIENTE 

"ESTBRILIZACION COMERCIAL" 

EV APORACION TERl>UCO ALTA CONCENTRACION DE POR UN ARO 
Y/0 • PRECALENTAMIENTO AZUCAR. 

CONDENSACION 180 •c /t5 MIN. 
BAJA ACTIVIDAD DE AOUA 
(AW) 

DBSIUDRATACION SECADO EN CILINDROS BAJA ACTIVIDAD DE AGUA 1 A2AROS EN 
tso•c 1sEo. (AW) CONDICIONES 

ASBPTICAS 
SECADO POR ASPERSION ALTA CALIDAD 
200 "C /SEO BACTBRIOLOGICA 

FERMENTACION POR AOIC!ON DB AC!DlFICAC!ON DEL MEDIO POR 25 D!AS 
MEZCLAS DE CULTIVOS 
LACTICOS ACTIV AOOS B CONSERVACION OB SU VALOR 
INCUBADOS DE 2 A 8 NUTRITIVO 
HORAS. 

La descomposición rápida de In leche no elaborada ha inducido al hombre desde tiempos 
muy antiguos a idear medios para preservar algunos o la mayor pane de los nutrientes de la 
leche. La bacteriología y la tecnología moderna han descubieno muchos modos de hacerla inócua 
y estable (37). En la tabla J .2, se resume los diversos tratamientos que se utilizan para la 
conservación de la leche. 

De manera general se presenta una breve descripción de los tratamientos a la que es 
sometida la leche flufda para su conservación y en algunos casos prolongar su vida de anaquel. 

1.- Leche pasteurizada. 
La pasteurización es un tratamiento que consiste en calentar la leche a una temperatura 

suficientemenle alta, durante un tiempo adecuado, para destruir los gérmenes pátogenos y 
debilitar otros, de manera que el producto pueda transponarse, distribuirse y consumirse sin 
peligro alguno (1,65),. 

2.- Leche esterilizada. 
En el sentido bacteriológico, la esterilización es un proceso que debería asegurar la 

desttucció~ de todos los microorganismos, pero en varios países se admiten que no siempre se 
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alcance este objetivo. Es el producto que puede contener un residuo mínimo de esporas 
tcnnorresistente no patógenas. Se trata de un proceso continuo, llamado trnt11miento a temperatura 
ultraelevada (UHT-Ultra-High-Temperature) (37). 

3.- Leche evaporada o condensada. 
Es la leche de la cual se ha eliminado parte del agua y se ha tratado térmicamente para 

hacerla bacteriologicamente inócua y estable (15). El reglamento general de salud (18 de Enero 
de 1988), en su capitulo Vil artículo 326 da la siguiente definición: Se entiende por leche 
evaporada, el producto líquido obtenido mediante la e,vaporación de la leche entera pasteurizada, 
cuya concentración deberá alcanzar un punto en que contenga no menos de 7.9% de grasa y no 
menos de 25.9% de sólidos totales, provenientes de la leche utilizada (51). 

La leche condensada azucarada, es un producto que logra su estabilidad bacteriológica, 
no por tratamie~to térmico, sino agregando sacarosa, que actúa como bacteriostático (37). Según 
el reglamento general de salud (18 de Enero de 1988), eh su capitulo VIJI rutk:ulo 331 dice 
Se entiende por Ja leche condensada azucarada, el producto líquido o semilíquido obtenido 
mediante evaporación parcial o presión reducida de la leche de vaca limpia y pasteurizada, a la 
cual se le ha mezclado sacarosa. 

4.- Deshidratación (leche en polvo). 
Los microorganismos no pueden reproducirse en ausencia del agua, por ello la eliminación 

virtual de ésta hace que se conserve mucho tiempo. Los métodos modernos de deshidratación 
están basados en dos principios técnicamente diferentes: (65). 

a) Deshidratación por el método de cilindros secadores. La leche previamente calentada, 
se extiende en delgada capa, en Ja superficie lisa de uno o dos cilindros que giran y 
se calientan al vapor; la película de leche deshidratada se raspa con una cuchilla a 
medida que se forma y luego se muele para convertirla en polvo (1,37). 

b) Deshidratación por asp<rsión. Por "!'te método la leche concentrada se "atomiza" 
transformandose en una llovizna como niebla en medio de una corriente de aire 
caliente. Las menudas parúculas de leche pierden la humedad casí instantaneamente 
y caen al fondo de la cámara secadora en forma de pequeños granos (15). 

s .. Fermentación (Leches fermentadas). 
La leche de vaca se autoacidifica después de alglln tiempo y el hombre se ha servido de 

esta propiedad desde hace siglos para la preparación de incontables y sabrosas formas de leche 
acidificada y fermentada, evitando así a la leche un indeseable deterioro. Ahora sabemos que la 
acidificación es debida a la acción de microorganismos productores de ácido que convierten el 
azúcar de la leche, o la lactosa, en ácido láctico (como el yogburt que se inocula con cepas 
tennoffiicas) y que si están presentes ciertas levaduras y posiblemente bacterias específicas, la 
lactosa se fermenta transformándose también en alcohol (como el kefir que puede contener 0.9 
a 1 %, además alcohol etílico). Las leches cultivadas pueden definirse como productos rígidamente 
contr0lados en su fabricación y que poseen u:;:i flora especifica bien conocida, completa o 
predominantemente formada por estreptococos, lacto bacilos y algunas veces levaduras (30,42,59). 
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GENERALIDADES 

2.1 •• Yoghurt, su historia. 
Los productos fennentndos de leche, datan desde hace 2000 A.C., están disponibles en 

muchas fonnas en muchos paises del mundo. El modelo usado varia de pafs a país y dentro del 
área geográfica de uno mismo (27). Los productos fennentados de leche reciben un nombre 
colectivo tales como yoghurt, ymer, kefir, etc. El nombre génerico de Jos productos fennentndos 
de leche se deriva de hecho de cultivos iniciadores. El origen de los productos fermentados es 
del Cercano Oriente y subsecuentemente ganó popularidad en el Oeste y Europa Centrnl. Una de 
las leches fem1entndns más importantes es la leche ácida conocida con el nombre de yoghurt 
(leche cunJndn búlgara), tiene su origen en Turqufn y regiones orientales de los balcanes (40). 

2.2.· Definición: 
El yoghurt es un producto lácteo fermentado que resulta del crecimiento de las bacterias 

Lactobncillus bulgaricus y Strcptococcus thennoohilus, y se caracteriza por una textura suave y 
delicado aroma (38). Para algunos otros autores es un producto que se obtiene a partir de leche 
tipificada o desnatada, sembrada con un cultivo láctico y concentrada por evaporación o por 
adición de leche en polvo (60). Este producto es 1ambién definido por la Secretnrfn de Salud de 
México, en el reglamento general de salud (18 de Marzo de 1988), en su capitulo XVI artículo 
382.· Se entiende por yoghurt el producto obtenido de Ja mezcla de la leche entera, 
semi-descremada o descremada con leche descremada deshidratada, sometida a un proceso de 
pasteurización y coagulada por la fennentnción, mediante la inoculación con bacterias 
Lactobacillus bulgnricus y Streptococcus thermophilus. El producto final deberá contener los 
microorganismos sañalados vivos. Su acidez estará comprendida entre 0.8% y 1.8%, expresado 
en ácido láctico y no contendrá conservadores (5,1,54). 

2.3.· Microbiología y Bioquimica del yoglturt. 
El cultivo para el yoghurt debe constar de las especies de bacterias tcnnófilas siguientes: 

Lactobaci11us hulgaricus y Streptococcus thennophilus. Ambas bacterias viven en el yoghurt en 
simbiosis (vida asociada de organismos distintos cOn beneficio mutuo). Esta simbiosis exige una 
determinada proporción entre cocos y bacilos en el cultivo (60). El Lactobacillus bulgaricus, es 
un microorganismo altamente productor de ácido láctico, éste proporciona aminoácidos originados 
de la mptura de lllli proteínas de In leche, Jos cuales estimulan el desarrollo del Streptococcus 
thermophilus, éste a su vez produce ácido fórmico, el cual estimula aJ LactobacilJus bulgaricus 
(20,65). Como consecuencia de Ja acidificación las proteínas de In leche se coagulan y precipitan 
(47). 

Al comienzo de la preparación, el pH de la leche es favorable n Jos estreptococos los 
cuales predominan poniendo en marcha Ja fennentación láctica. La acción caseolftica de los 
lactobacilos estimula el desarrollo de los estreptococos. Por lo consiguiente la temperatura de 
incubación influye sobre Ja proporción entre ambas especies bacterianas. Lo mismo cabe decir 
respecto a la duración de la incubación y cantidad sembrada (65) . 
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En la tabla 2.1, so muestran algunas do las características do las cepas lácticas para la 
elaboración de yoghun (54,62). 

El único carbohidrato que se presenta en la leche es la lactosa, el cual satisface los 
requerimientos nutricionales de las cepas lácticas, aunque la componen también las proteínas, 
minerales y vitaminas (60). Basandose en el uso de la lactosa, los microorganismos lácticos han 
sido clasificados como homofennentativos y heterofermentativos. Los microorganismos 
homofennentativos producen 1.8 molos de ácido láctico por mol de glucosa, mientras que los 
heterofennentativos generan productos diferentes al ácido láctico como el etanol, acetato, glicerol, 
manito! y dióxido de carbono (36). 

TADU.2.1 
CARACTI!RISTlCAS PRINCIPALES DE US DACTBRIAS DEL YOOHURT 

CARACTERlSTICAS S'lREPTOCOCCUS 11tI!RMOPIULUS LACTOBACILLUS DULOARICUS 

CATALASA --
GRAM . + 

MORFOLOOIA CBLULAS BSFfilUCAS u OVOIDBS, BASTONES A vncns CON FORMAS 
OCURREN EN PARllS O CADENAS LAR.GAS INDIVIDUALBS o EN 
LARGAS. PARBS. 

ATMOSFERA ANAEROBIO FACULTATIVO ANAEROD10 FACULTATIVO 

TF.MPERATI.IRA DB DBSARROUD OPTIMA OB 40°C-4S•c, SS OPTIMA A 45"C. SE DBSARROl.J..A 
DESARROLLA A so•c, NO SB RN'JRll LOS so-e A s2•c, NO CRECB 
DESARROLLA A SSºC NI p0R DllBAlO A ISºC. 
DBlO"C. 

SE!"i'BlUDAD AL CALOR SOBREVIVE A 65°C, P'OR 30 MINUTOS. --
SF.NSIDlUDAO AL NaCI NO se DllSARROll.A A 2.0'li --
FERMBNTACION 

fllUCf\JOSA + + 
Ot\LAClOSA + + 
OL11COSA + + u.eros. 
MAl.lO!A + + 

""""'"'' + 
+ + 

ROTACION OPTICA DBL ACIDO t.(+) D(-) 
LACTICO 

SWiSIBUJDAD AL mrnuonco PBNlCilJNA o.os U.L O.S U.L 
(MULllCIUl) BS'J1WPTOM1ClNA 250mca SOOmca 

CLORcrnrmECICUNA t'20mc:s 120mca 
CLORAf...'FRNICOL SOmcg SO me¡ 

PUmrrB: RUJZ. M.A.(1990). PABRlCACION DB YOOHURT. MEMORIAS DBLCURSO: TBCNOLOOOIA DB ucrnos (PUAL). 
STAMmt I.R.(1919). ntB LACTIC ACID BACTBRIA MICROBBS OP DIVB.RSITY. FOOD TBCHNOLOOY. 

Ambas bacterias transforman la lactosa en ácido láctico, el cual es responsable de la 
formación del coagulo (a un pH de 4.65 se coagula la mayor pane de las fracciones de la 
caseína), fumeza y sabor ácido característico del yoghun (20,60). La formación del ácido láctico 
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por ambas especies es a través de la vía Embden Meyerhof. La lactosa no se usa directamente 
en el proceso fennentativo por las bacterias ácido lácticas, es convertida primero por hidrólisis 
en glucosa y galactosa por la enzima beta-galactosidasa (lactasa), llevada a cabo preferentemente 
por el Lactobacillus bulgaricus. La glucosa es fermentada a ácido láctico, con un paso terminal 
de conversión de piruvato a lnctato, realizada por varias enzimas, la lactosa es tomada como 
lactosa-fosfato (Lactosa-P), en la ruta de la fosfoenolpiruvato dependiente del sistema 
fosfotransferasa (PEP:PTS). La beta-0-fosfogalactosidasa (beta-P-Gal), entonces es hidrolizada 
Ja lactosa-P a glucosa y galactosa-6-P, donde Ja glucosa es normalmente metabolizada por la ruth 
do la glicolílis y la galactosa-6-P es metabolizada por la ruta tagatosa-difosfato (31). El 
Streptococcus thennophilus, efecnla esta conversión por medio de la bet11~galactosidasa, pues 
carece de las enzimas capaces de fermentar a la galactosa (20). La galactosa no es fermentada 
directamente, pero es convertida en glucosa por la enzima galactosa 1-fosfoto urldintransferasa, 
con la presencia de un agente acelerador el uridin difosfato de glucosa (UDPG), como se muestra 
en la figura 2.1 (39). 

Fl3\llUI 

RUTAS INVOLUCRADAS CON LA UTIJZACIOH DE LA LACTOSA 

CITOPLASMICA 

~ 
GAl..ACTOOA-6P G.UC'.fJSA G6J.ACTOBA~ 

~T;:;:C!O!...-~~~~~VIA;a_¡fcl!'-~-U~VIA~R GI.~ .. 
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El aroma característico del yoghurt fué atribuido al principio exclusivamente al desarrollo 
del estreptococo. Sin embargo, se insistió recientemente en la importancia de los bacilos al 
respecto. El principal componente responsable del sabor del yoghun es el acetaldehido 
(CH,CHO). Las vías degradativas del citrato y lactosa es a través de un intermediario común, el 
piruvato. El piruvnto puede ser convertido en una variedad de combinaciones de sabor. La figura 
2.2, muestra la vía degradativa del citrato y lactosa a través del piruvato. El acetaldehfdo es un 
compuesto del sabor, importante en el yoghurt, nonnalmente resulta del desecho del piruvato 
(36). Se ha observado que el acetaldehfdo puede ser producido por el estreptococo del sustrato 
timidina. La conversión de la timidina a ncetaldeh!do es vía a una envolvente reacción secuencial 
de la enzima timidina fosforilasa1 desoxiriboaldolasa y dcsoxirubomutasa (36). Este es producido 
como un subproducto de la vfa de Embden-Meyerhof (que es la principal rnta del Streptococcus 
thermophilus), o bien a panir de la treonina (ruta preferida por el Lactobaci!lus bulgaricus). Pues 
ambas bacterias carecen de la enzima alcohol deshidrogenasa para transformar el acetaldehfdo 
en etnnol. Otros metabolitos que ayudan al sabor del yoghurt son el diacetilo (CH,COCOCH,) 
y la acetofna, aunque estos tienden a desaparecer con rapide1. por lo que el acetaldehfdo se 
encuentra en mayor proporción (20,40,54). 

El uso de hidrolizados de lactosa en la leche para la producción de productos lácticos, 
tiene muchas aplicaciones. La lactosa es un disacárido con un relativo bajo nivel de solubilidad 
y edulcorante, e.l cual se encuentra en su forma natural en la leche de los mamíferos. Esta 
constitufdo por los monosacáridos, glucosa y galactosa que son más solubles y edulcorantes que 
la lactosa (35). Con la eliminación de la barrera restrictiva de la lactosa y la fácil disponibilidad 
de la glucosa, un azúcar que es fácilmente fermentable por una amplia variedad de 
microorganismos (64). P::ra su uso en leche o derivados lácteos es aprovechada en fermentaciones 
poco ácidns, para conservar la función caseol!tica de los cultivos iniciadores, los cuales aseguran 
una buena producción de acidez y bioma.l\a. Los microorganismos iniciadores en las 
fermentaciones lácticas son capaces de fermentar hidrolizados de lactosa, donde la mezcla de 
glucosa/galactosa son generalmente más fácilmente fermentables, resultados experimentnles han 
mostrado que la proporción de producción de ácido puede ser aumentado en el yoghurt (35). 

Los bcnficios, mejoras y otras consideraciones por el uso de hidrolizados de lactosa en 
el yoghurt son las siguientes: 

a) el tiempo requerido para alcanzar los valores de pH deseados reducen por 40 minutos, 
del tiempo total de la fermentación 

b) el sabor fuertemente ácido del yoghurt es iniciado por el dulzor impartido por la 
glucosa, 

e) el constrmo de productos lácteos con lactosa hidrolizadas puede reducir la reacción a 
la intolerancia de la lactosa, mejorando de rrtnnera general la alimentación de los 
consumidores (11). 

:Z.4.-Aspcdo nutricional del yoghurt. 
El yoghun es un excelente alimento. Sin embargo, como muchos productos fermentados 

de la leche tiene una interrelación que concierne a las bacterias o la posible influencia terapéutica 
de los productos matabólicos, lo cual lo hace un alimento interesante (38). 
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FIGURA22 

11TUZACION DEL CfJRATO Y LACTOSA POR CEPAS DE ESTREPTOCOCO PARA LA PRODUcaoN DE SABOP. 

RJBiTE: Kl..AArA.A (1979). V.COO fERMENTAmNS OF OA1RY f0008 
AHOlliBR8Q.OQICAL~ }xsnlldlk'(ld. 

~ 
ETICO ~ 

¡:g~L, 

Al igual que otros productos lácteas fe!Ulentados estimula las secreciones del aparato 
digestivo, aumenta la digestión y la absorción de las proteínas, disminuye el riesgo de acumular 
colesterol en la sangre, eleva el ácido láctico y reduce moderadamente In lactosa, por lo que las 
penonas con deficiencias de In lactasa (enzima necesaria para digerir In leche), lo toleran mejor 
que a la leche (21). 

Los microorganismos lácticos modifican significativamente las protefuas, lípidos y la 
lactosa en los productos lácteas y producen una deseable calidad. Sin embargo otras 
modificaciones menos obvias y su significancia no son entendidas. Esas modificaciones competen 
a la producción de antibióticos, vitaminas y enzimas por la flora microbiana. Numerosos 
microorganismos lácticos producen antibióticos naturales por ejemplo: el Streptococcus lectis 
produce nisina, el Lactobacillus bulgaricus produce bulgaricanos, el Lactobecillus acldophilus 
produce acidofitina, acidolina, etc. Tales antibióticos son inhibitorios de bacterias gram positivas 
y negativas, bacterias patógenas y no patógenas (36). 
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Groso 
El valor energético del yoghurt es muy similar ni de la leche del cual fué hecho. Aun así 

los cultivos lácticos poseen la lipasa poniendo como evidencia de que los lípidos son 
parcialmente degradados. Sin embargo, en ensayos realizados con la lipasa activada en cul~ivos 
lácticos, no desmostró que se activaran los lípidos en los productos lácteos. Los cultivos 
iniciadores tienen una limitada capacidad para hidrolizar la grasa. La presencia de ácidos grasos 
en el yoghurt teóricamente no ayuda a la digestión o absorción de las grasas y de hecho pueden 
dar productos pobres en propiedades organolépticas. Por lo cual la dirección de la producción es 
ahora hacia el yoghurt bajo en grasa (26). 

Carbohldrotos 
Mientras que la leche contiene una insignificante cantidad de ácido láctico el resultado 

del proceso de la fermentación es la conversión de la lactosa en ácido láctico. Las personas que 
sufren de intolerancia a la lactosa no parecen presentar sintomas i::uando consumen yoghurt, 
debido a la ausencia de la enzima lactasa. Da como resultado que no se aproveche en el proceso 
de la digestión de los azúcares simples. Al consumir el yoghurt parece ser que las mismas 
bacterias suministran la lactasa necesaria para la hidrólisis del azúcar aún dentro del tracto 
intestinal (20,26). 

El ácido láctico puede ser benéfico por: 
o) actuá como conservador del producto, 
b) contribuye con una moderada acidez y un sabor refrescante, 
c) influye en las propiedades físicas de coagulado de la caseína y fáciiita la digestibilidad 

y 
d) mejora la utilización del cnlcio y de otros minerales. Esta energía tiene un valor de 15 

Kj/G (26). 

Proteínas 
Aunque el contenido total de aminoácidos y la composición no difieren substancinlmente 

de la leche con la cunl fué hecho, es pretender ir más nlla de los beneficios de los productos 
lácteos. El yoghurt resulta muy atractivo pues tiene una mayor digestibilidad de las proteínas, que 
la leche naturnl, por la peptonización de la caseína (debido a una fina coagulación), 
confiriéndoles así un mayor valor biológico (21,40). Los productos lácticos tienen un incremento 
de concentración de aminoácidos debido a la proteólisis por el Lactobacillus lactis. La caseína 
alfa y beta muestran varios OH del aminoácido Serina esterificados con ácido fosfórico, como 
este ácido esta ionizado forma complejos S de tipo de sales de calcio Ca >++. Debido a las 
propiedades químicas de la caserna, la ingestión de la leche constituye una fuente adecuado de 
amonoácidos, de fosfatos y calcio (20,56). 

Vilarnlnos 
La cantidad de las diferentes vitaminas de la leche con la cual se prepara el yoghurt, 

pueden de hecho ser influenciadas por el tratamiento térmico que recibe. Aunque más 
significativamente puede ser la influencia de la cantidad y tipo de inóeulo, las subsecuentes 
condiciones de incubación, en la manufactura y nlrnacenaje del producto tertninado. Mientras que 
algunas bacterias lácticas requieren de la vitamina B para su crecimiento, nlgunos 
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microorganismos son capaces de sintetizar, durante la fermentación algun tipo de vitaminas. Por 
lo tanto es imposible evitar los valores característicos del contenido de vitaminas en los productos 
lácteos por los factores antes mencionados. Sin embargo, se estudió el enriquecimiento del 
yoghun con vitamina C porque el organismo humano no almacena esta vitamina y por lo tanto 
debe ser aportada por Ja dieta. Además se considera a dicho alimento un buen vehículo para 
suministrar .el nutriente. La vitamina sintética agregada no afecta la actividad de los cultivos o 
Ja relación entre los bacilos y estreptococos. Además el desmejoramiento del aspecto, 
consistencia, olor y sabor es mínimo (3,21,26). 

2.5.-Cultlvos lácticos comerciales. 
Los cultivos lácticos pueden presentar problemas de un lento crecimiento debido a la 

presencia de antibióticos (por ejemplo la penicilina) o también por bacteriófagos. Por Jo que se 
requiere extremar las medidas sanitarias desde la recepdón de la leche, efectuando las pmebas 
de plataforma (acidez, estabilidad, antibiótico, Jactocoagulación, etc.), así como en Ja planta y de 
aquellas posibles fuentes de contaminación (20,54). Para Ja selección de las cepas lácticas, 
generalmente se toman las siguientes consideraciones: 

l.· La temperatura de crecinúento y su actividad.· El grado óptimo no siempre es igual 
para las diferentes actividades; por ejemplo algunos estreptococos lácticos dan un 
aroma más pronunciado a una temperatura inferior a Ja óptima para su desarrollo 
y producción de ácido. Se debe considerar la temperatura limite de crecinúento y 
Ja resistencia al calentanúento (1). 

2.· Acidificación.• La aptitud de una cepa determinada no se mide solamente por el 
máximo de acidez que pueda producir, es necesario también conocer la velocidad 
de acidificación. Las curvas de la figura 2.3, ilustran ejemplos de diferentes niveles 
de desarrollo de acidez. El Streptococcus thermophilus, produce después de 10 
horas a 42°C, mucha más acidez qtrn el Lactobacillus helveticus, la primer cepa esta 
ceICa del máximo, mientras que Ju segunda tras 30 horas, ha producido una más 
rápida (1). 

3.· Producción de aroma.· Las bacterias fermentadoras del ácido cínico, se les conoce 
también como bacterias productoras de sabor. Fermentan al ácido clnico de la leche 
y producen diacetil, ácidos volatiles y dióxido de carbono. Todos los compuestos 
afectan el sabor de Jos cultivos lácticos y el sabor de los productos a Jos que se les 
añade cultivos. La acumulación de compuestos saborizantes ocurre solamente 
cuando el pH es menor a 5.2, el pH óptimo para la producción de estos compuestos 
es aproximadamente 4.3 (58). 

4.· Bacteriófagos.· Los bacteriófagos son virus bacterianos que desintegran ciertas 
células bacterianas susceptibles. La indusnia de los productos lácteos ha tenido 
dificultades considerables con la acción de los bacteriófagos, pero por otro lado, 
cada d{a se conoce más aceICa de la :icción de las bacterias y de Jos métodos para 
controlarlos (58). 
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Prácticas preventivas como la rotación de cultivos, uso de cultivos resistentes y medios 
inhibitorios de fagos para la propagación de los inóculos. La ingeniería genética ofrece 
perspectivas muy interesantes para la obtención de cultivos estables resistentes a fagos (20). 

Los cultivos bacterianos más usados son los cultivos Idcticos mesofflicos aromáticos, que 
son esenciales en la elaboración de varios tipos de quesos, crema agria, etc. Para la elaboración 
de productos fennentados como yoghun, la leche búlgara, etc. se utilizan cultivos mesófilos 
homofennentativos (10). La presentación en forma comercial de los cultivos es: 

Como indicador y se presenta en formn de cultivo liofilizado. 
Como líquido concentrado intennedio (para su uso cfüecto en el cultivo intermedio). 
Como lfquido directo a tanque fermentador. 
Como líquido concentrado directo al tanque fermentador y se presenta en forma de 
liofilizado. La principal diferencia de las presentaciones mencionadas es por la 
concentración de bacterias que contiene. Aunque esto va a depender también del 
fabricante (10,54). · 

2.6.- Métodos de fabricación y clnsificación del yoghurt. 
De los productos fermentados de leche, el yoghun es el más conocido y más popular en 

casi todos los rincones del mundo. La fabricación del yoghun debe efectuarse procurando 
mantener un equilibrio adecuado entre el desarrollo de ambos génnenes, con el objeto de obtener 
un producto final suficientemente ácido y aromático (40). 

Se han desarrollado dos fonnas de fabricación de yoghun: 
El m6todo de lote o batch, que consiste en una serie de etapas de tratamiento previo a la 

leche, donde el inóculo se adiciona a un tanque en donde la temperatura se controla mediante 
tanques con agua. El tanque debe estar provisto de paletas que deberán romper y agitar 
delicadamente el coagulo al final de la fennentación (20). 

El método contínuo, es una técnica de fabricación de yoghurt que se basa en el principio 
de la fennentación continua y que se aplica ~ muchas industrias. El elemento esencial de la 
instalación es una cuba de siembra en la que se encuentra permanentemente el cultivo en fase 
logarítmica de crecimiento. Esta cuba es alimentada por una corriente de leche tratada por 
procedimiento UHT. El vaciamiento de la leche ya fermentada es igualmente continuo gracias 
a una máquina llenadora automática (40). El yoghun es producido en fortrta de un lfquido 
altamente viscoso o batido, aunque también se puede producir como postres congelados. 

El yoghurt se clasifica en tres tipos: 
Yoghun rígido (o duro).· El cual es empacado inmediatamente después de la 
inoculación partiendo de un volumen y es incubado en los empaques, donde se lleva 
a cabo la fermentación (27). 
Yoghurt batido o cremoso.· Es batido e inoculado en un tanque. Después de la 
inoculación, es enfriado antes de empacarlo. En algunos casos son usadas gomas para 
espesar el producto para superar el tenue corte causado por el mezclado del producto 
terminado (27). 
Yoghun lfquido.- La forma de producción es igual al yoghurt batido, pero la diferencia 
estriba en que este después del batido, se somete a una baja homogenización para 
evitar el menor daño mecánico (20,54,60). 
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Para efectos legales y de aplicación dentro del pals, la Nonna Oficial Mexicana 
(NOM-F-1990), establece la clasificación en base a los siguientes puntos (46): 
1) Por su composición en: 

Tipo I Yoghun al natural. 
Tipo 11 Yoghun de sabores. 
Tipo lII Yoghun preparado. 

2) Al tipo de leche empleada: 
Variedad 1 : Yoghurt entero o de leche entera. 
Variedad 2 : Yoghurt semidescreruado o leche semidescremado. 
Variedad 3 : Yoghurt descremado o semidescremado. 
Variedad 4 :Yoghun cremoso o con crema. 

3) Por su presentación en : 
a) sólido o firme. 
b) semisólido o batido. 
c) líquido. 

2.7.- Tecnología de elaboración de yoghurt batido. 
La tecnología de elaboración de las distintas clases de yoghun no difieren mucho en lo 

esencial, en el figura 2.4, se muestran las operaciones para la fabricación de los diferentes tipos 
de yoghurt. 

De estos métodos se describirá a continuación el proceso de yoghun batido que es el más 
conocido y más comercializado. 
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Recepción de la leche. 
La selección de In leche más apropiada es la que posee un contenido elevado de proteína. 

A pesar de ello, no es necesario elegir una leche con una proporción elevada de extrac10 seco 
para la producción de yoghurt. Debe tener un bnjo contenido de bacterias y sustancias las cuales 
pueden impedir el desruTOllo de los cultivos para el yoghun. En suma la leche no debe contener 
penicilina, bacteriófagos, o agentes estabilizantes (60). El uso de estabilizanres es práctica común 
en algunos países, sin embargo, el yoghun puede ser elaborado sin estos aditivos. El uso de 
estabilizantes no está permitido por las legislaciones de algunos países como Francia, Holanda 
y México (21). 

Estandarización. 
Este es el proceso nonnal que se aplica a la leche después de la recepción, por ejemplo, 

el pesado, clarificndo, enfriado. En este pnso se debe verificar la calidad de la leche para su 
aceptación o rechaw como se señnlo [liltes. El proceso usado hoy en día es estandarizar el 
contenido de grasn y sólidos secos de In leche (54). 

Contenido de grasa.- La cantidad de grasa tiene un rango de 0.1 a 4.0% y puede ser 
clasificada en los grupos siguientes en base al contenido de grasa (21). 

Yoghun alto en grasa.- Contenido de grasa de 3.0% 
- Yoghun bajo en grasa.- Contenido de grasa sobre 1.5% 
- Yoghun libre de grasa.- Contenido de grasa sobre 0.1 % 

Incremento en extracto seco. 
Un incremento en el contenido total de sólidos secos, particulnnnente en la proporción 

de caseína y proteína de suero, resulta un yoghurt con coagulo más unifonne y la tendencia a la 
separación será reducida simultnneamente (20). 

La experiencia práctica ha demostrado que el yoghun será más viscoso y tendrá una 
consistencia más fina y una superficie más brillante si el aumento de sólidos secos (por adición 
de leche en polvo generalmente de 0.5 a 2.5% en peso), es seguido por evaporación, más que por 
la adición de sólidos de leche descremada, pero tiene el inconveniente de que los cultivos lácticos 
se desarrollen a veces con dificultad en ésta (20,27,60). 

Pasteurización. 
Es fundamental que la leche destinada a la elaboración de yoghurt sea pasteurizada. Esta 

tiene como objetivo eliminar la flora asociada a la leche, dejando así un medio adecuado para 
el cultivo de las bacterias del yoghurt, estas no pueden ser inhibidas en su desarrollo por otras 
cepas extrañas. Asegura que al coagulo sea firme, reduce la separación del suero en el producto 
final. Se consiguen resultados óptimos con tratamientos térmicos de la leche de 86ºC a 90ºC por 
un periodo de 5 a 10 minutos. Las proteínas del suero se desnaturalizan y contribuyen a In 
estabilidad del cuerpo. del yoghun (20,60). 

Homogenlzación. 
La homogenización se puede efectuar antes o después de la pasteurización y tiene las 

siguientes ventajas: 
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Evita la separación de ln grasa y se obtiene una mezcla más uniforme. - Incrementa la 
consistencia, viscosidad y estabilidad del yoghurt, previene Ja separación del suero (54). 

Enfriamiento. 
Ln leche después de Ja pasteurización y homogenización, se enfrín hnsta 42°C-44°C. La 

actividad de las bacterias esta detenninada principalmente por la temperatura de incubación y 
cantidad de inóculo agregado. Mientras mayor sea Ja diferencia con Ja temperatura óptima y 
menor Ja cantidad de inócuio adicionado, mayor será el tiempo de fermentación, Ja temperatura 
y el tiempo de incubación, as! como Ja cantidad de inóculo, no solo influyen en Ja acidez final 
sino también en la relación entre las bacterias (20,54). 

Preparación del inóculo. 
Depcndi.endo de la present&ción de los cultivos lácticos comerciales se debe realizar una 

preparación previa a usarse como cultivo iniciador y su Posterior propagación a nivel industrial, 
una técnica simplificada se muestra en la figura 2.5. 

La selección del tipo de leche usada para propngnr cultivos lácticos ya que de esto va a 
depender In actividad del cultivo. La velocidad de desarrollo de ncidez y la producción de aroma 
y sabor se ven influenciados por el porciento de sólidos sin incluir grasas, los núnerales, etc. 
(58), aunque el contenido de carbohidrntos en Ja mezcla de yoghurt en especial Ja Jnctosa varía 
en relación del nivel de los sólidos no grasos y produce una fuente esencial de energía para el 
cultivo iniciador. 

Las presentaciones comerciales de cultivos lácticos más comunes son congelado5 o 
liofilizados. Se tiene que considerar que la composición del cultivo se cambia durante la 
propagación del fertnento industrial. 

Los cultivos lácticos congelados se propagan específicamente para la inoculación directa. 
Por lo que corresponde a Jos cultivos liofiloizados requieren algunas veces una o dos 
propagaciones para lograr una actividad apropitlda. Un paquete de cultivo seco se puede utilizar 
como inoculante para un cultivo madre, o se pu~ utilizar cantidades mayores para inocular un 
volumen de leche (58). 
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PREPARACJ:ON DI! PeAMENTOS ~~CTXCOS 

1.- LIOFILIZl.00 DE LA CEPA calERCIAL. 

z.- PROPAGACIO!i EN MATRAZ (CON LECHE 
ESTERILIZADA EN AUTOCLAVE). 

l.- PROPAGACIO!i EN BOTE (ler. CULTIVO 
llADRE A NIVEL LABORATORIO). 

4.- PROPAGACIOM DEL INOCULO EN EL 
FERllENTADOR ( ler. FERMENTO EN 
PLANTA). 

5.- PROPAGACIO!i DEL INOCULO EN 
FERMENTADOR INDUSTRIAL. 

1 

' 

FUENTE: ALAIS, CH. (1988), LA CIENCIA DE LA LECHE. PRINCIPIOS 
DE TECNOl.OGIA LECHERA. ED. C.E.c.s .. •.•. MEXICO. 

-Z6-

o 

D 
! 

Q 
! 

lD 



Cultivo. 
La preparación del cultivo inicial en la producción del yoghurt demanda máxima precisión 

e higiene, debe consUU' de las especies bacterianas tennófilicas siguientes: Streptococcus 
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus (27). No debe contener otras especies no tennófilicas ya 
que originalmente contenía otros tipos de organismos fermentados de la alfa·lactosa, tales cultivos 
ahora se consideran contaminantes (60). 

Ambas especies viven en el yoghurt en una simbiosis (vida asociada de organismos 
distintos con beneficio mutuo). La relación cuantitativa entre coco y bacilo es de 1: l a 2:3, 
aproximadamente (38,60). 

Siembra. 
La mezcla de dichos microorgansimos debe ser enfriada a 1 ºCa 2°C sobre la temperatura 

de incubación y se siembra con el 2 al 5% de cultivo (20,60). 

Incubación. 
La temperatura de incubación es de 42ºC, de 3 a 6 horas hasta alcanzar una acidez de 

0.8% a 1.2% de ácido láctico o pH cercano 4.4 . A cs1e pH se coagulan la mayor parte de las 
fracciones de caseína, por lo que a ese valor se le considera como el punto isoléctrico (20). A 
es1a temperatura se logra la acidificación, la consistencia y el sabor deseados. La temperatura de 
incubación se mantendrá constante para regular el proceso de acidificación de manera que pueda 
establecerse la debido relación entre cocos y bacilos (60). 

Batido. 
Cuando la fermentación se efectua a granel en tanques provislO de paletas que rompen 

y agitan delicadamente el coagulo, con el cual se consigue una masa homogenea, brillante y 
viscosa. El coágulo debe batirse antes de alcanzar un pH de 4.7, porque se produciría el 
desuerado y por consiguiente una consistencia muy debil (20,54). 

Enfriamiento. 
Se lleva a cabo tan pronto como sea posible para que la leche no se acidifique después 

en exceso, a temperatura de 16 a 17°C. Para el yoghurt batido a granel se utilizan 
intercarnbiadores tubulares o de placas y se consigue por lo tanto un producto con una 
consistencia cremosa y uniforme (20,60). 

Frutado, 
El yoghun preparado como se ha descrito es de un color blanco, con una apariencia 

placentera como a qu~so con un pequeño sabor ácido. El cual es un factor de aceptabilidad por 
parte de los consumidores, por esta razón, frecuentemente se le añade gentes edulcorantes (21). 

Con mucho el más usado de ellos es la sacarosa aunque hay otros como la miel de abeja, 
los jarabes de maíz. jarabes fructosados y ultimamente se utilizan los edulcorantes no calóricos 
como_ la sacarina y el aspartame, que aunque son sintéticos tienden a ser más comercializ.ados, 
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en contrapone con los productos naturales que han sido poco explotados (21,53). El yoghurl que 
es de sabor ácido se mezcla muy bien con sabores de frutas. Los yoghuns con fmtns se obtienen 
al agregar una cantidad proporcionada de jarabes con sabor (frambuesa, fresa, durazno, etc.), 
adicionados al yoghun inmediatamente después de la coagulación. El mejor jarabe empleado en 
la elaboración de productos lácteos es el que está basado en jugos de frutas naturales o jugos 
concentrados cuando no se requiere dulce (32). Con respecto a los saborizantes se basan casi 
siempre en la fruta troceada o pure. La fruta o pure por sí solos, no siempre resultan de un nivel 
de sabor satisfactorio, por lo cual tales productos necesitan la adición de niveles bajos de sabor 
para realzar el producto con un perfil de aceptabilidad. Los saborizantes para yoghun por lo tanto 
pueden ser adicionados de tres fonnas: 

a) mezcla de saborizantes, azúcar y color, siendo adicionados pi::evio a In fermentación; 
b) en el fondo del envase antes del llenado; 
e) en granel: pure de fruta, saborizantes, azúcar y color son adicionados en el 

enfriamiento después de la fennentación, por .ejemplo en la elaboración del yoghun 
batido (29). 

Envasado. 
La incubación se efectúa en envases de vidrio o plástico, debe envasarse en recipientes 

adecuados con tapa de sello hermético (54). 

Almacenamiento. 
El almacenamiento se lleva a una temperatura de refrigeración más inte!lsa (5 a 6'C), 

donde la fermentación se detiene por completo, y después de un almacenamiento de dos horas 
se desarrolla principalmente el aroma. Así como para adquirir textura y apariencia (20,54). 

2.8.· Defectos en el yohgurt. , 
Aunque el yoghun es una forma de coiiservación de la leche y por ser un alimento tan 

complejo puede presentar defectos durante el proceso y al final de éste. De ahí la imponancia 
de realizar un buen proceso de elaboración, de lo contrario el producto presentará algunos 
defectos de los siguientes tipos: 
a) Microbiano: 

Un sabor amargo o agrío.- Resultado de una excesiva acidez, debido a una 
desenfrenada generación de ácido láctico (2 a 3%), por el j...actobacillus bulgaricus. 
Con respecto al sabor amargo generalmente causado por microorganismos como el !h 
~y el B. subtilis. fonnan esporas aerobias que sobreviven a altas temperaturas, 
las levaduras y los mohos pueden contaminar el yoghun. Puede ser también provocada 
por un prolongado tiempo de almacenamiento (54). 
Cuando las mezclas de las resiembras no presentnn una relación 1:1 entre las bacterias, 
el Lactobacillus bulgaricus produce un penetrante sabor de acetaldehidos y por el 
contrario si el Streptococcus thennophilus es transferido a una temperatura más baja 
que las normales, 31 ºC éste domina y hay una producción de ácido láctico (38). 
Baja acidez provocada por la presencia de inhibidores en la leche. Bacteriófagos en el 
cultivo del yoghun destruyen los fermentos (54). 
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b) Proceso 
Acido.- Demasiada acidez durante la incubación o después de éstll. Debido quizá a una 
alta temperatura de almacenamiento. La acidez es una de los mejores índices de 
aceptabilidad de los consumidores, ya que el desarrollo de la acidez y aroma van mano 
a mano en los productos lácticos que utilizan bacterias simbióticas. La amplia 
variación de la acidez en un rango de pH de 4.53 a 3.27 ha sido reportado en el 
yoghun comercial, lo cual concierne a la relación entre la acidez inicial y los cambios 
que sufren durante el almacenamiento en la refrigeración se debe estimar el punto de 
acidez inicial para su venta así como el tiempo y temperatura (55). 
Sabor amargo.- Temperaturas de almacenamiento mas airas a SºC, pueden provocar 
defectos en el sabor, impartiendole un sabor amargo (20). 
Sabor rancio.- Que es provocado por la degradación de la grasa contaminada (54). 
Arenoso.- Debido a la concentración de partículas, por una mala homogenización de 
la leche en polvo o disolución de los estabilizantes (54). 
Gomoso.- Debido al uso excesivo o no adecuado de estabilizantes y una mala 
incorporación de ellos (38,54). 
Cristales.- Temperaturas demasiadas bajns pueden provocar la formación de cristales 
de hielo (20). 
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METODOLOGIA 

En el presente trabajo se plantea como una alternativa la utilización de cepas productoras 
de acidez para la obtención de un producto tipo yoghurt, para lo cual se planteron los siguientes 
objetivos. 

Objetivo General 
Evaluar un producto tipo yoghurt elaborado con especies de lactobacilos diferentes al 

Lactobacillus bulgaricus clasicamente empleado. 

Objetivos Particulares 
!) Caracterización bioquímica de cepas de lactobaci!os de origen animal y de uso en la 

reconstitución de la flora intestina en base a la producción de acidez. 
2) Selección de cepas de lactobacilos en base a la acidez bajo diferentes condiciones de 

temperatura. 
3) Realizar el seguimiento fisicoqufmico de la fermentación láctica y seleccionar la mejor 

relación cuantitativa coco-bacilo. 
4) Elaboración y evaluación sensorial del producto tipo yoghun, elaborado con las cepas 

seleccionadas, y compararlo con uno comercial. 

Desarollo Experimental 
La experimentación se realizó en cuatro fases, como se muestra en el cuadro metodológico 

(figura 3.1). 
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3.- Origen de lus muestras. 
Se trabajaron 7 cepas de LnctobaciJlus casei (4C, 5C, !30C, SNI, SN2, 7 y 8), 

suministradas por el Laboratorio de Bacteriología en la Unidad de Investigación y Estudios de 
Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán (fase !), una cepa de Lactobacillus 
~y una cepa de Streptococcus thermophilus, aislados de cuatro diferentes marcas de yoghurt 
comerciales (A, B, C y D). 

3.1.- Aislamiento, purificación e identificación de las cepos a partir de yoghurt comercial 
(Fose 1), 

Se aislaron y purificaron las cepas lácticas presentes en yoghun comerciales en el medio 
Agnr Rogosa (14), utilizando una atmósfera de CO,. 

Por el método de estría cruzada se aislaron las cepas utilizando como medio de sopone 
el Agar Rogosa (14). 

Purificación.- Por moñologfo presentnda por las colonias y confirmación por microscopía. 
a) Identificación de lactobacilos (Pruebas Bioquímicas). Las cepas identificados como 

lactobacilos de los diferentes yoghurts comercinles, fueron cnracrerizados por las 
pruebas siguientes: Gram. catulasa, oxidasa, utilizando los siguientes carbohidratos 
según Bergey's (6), arabinosn, celobiosa, dextrosa, galactosa, glucosa (Ac./Gas), 
lactosa, maltosa, melobiosa melozitosn, rcfinosa, sacarosa, salicin, suerosa, trchelosa 
y xilosa. 
Se utilizó el caldo MRS modificado pnra carbohidratos el cual contiene un indicador 
de pH (Caldo Rojo de Fenal). Al lactobacilo identificado se le asignó el codigo Lm 
arbitrariamente. 

b) Identificación de estreptococos. Para las cepas de estreptococo aisladas de yoghurt 
comercial se caracterizaron mediante las pruebas siguientes: 

• Crecimiento del estreptococo bajo diferentes condiciones de temperatura: 10°C/45°C. 
• Crecimiento en un pH básico. 

Crecimiento en NaCI (6.5%). 
Catnlasa. Fué codificado como St. arbitrariamente también. 

3.2.- Determinación de la concentración por espcctofotomctrlo (fose Il). 
Las cepas se sembraron en caldo Rogosa1 en tubos de roEca e incubandose durante 24 

horas a temperatura de 37°C, la turbidez que se presenta en el cultivo fué determinada en el 
espectrofotómetro, empleando una longitud de onda de 660 nm (25,61), y a su vez se llevó a 
cabo la cuantificación de los microorganismos en agnr Rogosa, por el método del número viable 
renlizando diluciones de 10·1 a 10·1 (13). 
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3,3,. Efecto de la temperatura sobre su actividad metabólica (Fase 11). 
Se observó el efecto de la temperatura (37ºC y 42°C) sobre las cepas de lactobacilos (4C, 

SC, !30C, 7, 8, SN! y SN2), utilizando caldo Rogosa, se detenninó el pH como una medida 
indirecta de la producción de acidez durante 8 horas de incubación. 

Se seleccionó la temperatura de 37ºC, en la cual se presenta una mayor actividad y a 
42ºC, que es la temperatura óptima de desarrollo sin modificar su metabolismo (54). 

Las cepas que no alcanzaron un pH de 4.5 se eliminaron (1° Selección), debido a que son 
condiciones recomendadas para la elaboración de yoghun (21,37,60), y se corroboró con un 
análisis de varianza (12). 

3.4.· Establecimiento de la mejor relación cuantitativa coco-bacilo (fase III): 
a) Empleando Caldo Rogosa. 

Se probaron las cepas lácticas (obtenidas de las l" selección, así como el lactobacilo del 
yoghurt comercial) en combinación con el estreptococo, en diferentes relaciones 
cuantitativas para establecer la relación óptima del inóculo (1: 1 a 2:3), se utilizó el medio 
agar Rogosa y a una temperatura constante de 42ºC, evaluando el pH durante un tiempo 
de 8 horas, se sembraron por duplicado y con un análisis estndfstico se seleccionaron (2° 
Selección), las cepas con mayor producción de acidez (20,54,60). 

b) Empleando leche de bovino .. 
Las cepas seleccionadas fueron probadas con los mismos niveles de relaciones 
cuantitativas, empleando como medio leche de vaca, ajustando a un 12% de sólidos. con 
leche en polvo en un volumen determinado, el cual fue dividido en panes iguales en 
matraces, uno de ellos se utilizó en la determinación de los parámetros pH y % de acidez, 
con respecto al tiempo, en periodos constantes de 60 minutos. La fennentación se detuvo 
al alcanzar un pH de 4.5. El ácido Iác¡ico producto de ésta, se neutralizó con NaOH 
(O.IN) y como indicador fenoftalefna (16,54). 
El otro matraz se mantuvo intacto durante la fermentación, se enfrío a IOºC, con el objeto 
de inactivar las cepas, después se observó las caracterísdcas de formación de gel y 
textura, así como la evaluación de aroma por un pnnelista calificado. 
En base a los datos obtenidos en ésta parte del trabajo se realizó la selección de cepas y 

relaciones cuantitativas con los mejores resultados tanto de los parámetros pH y % de acidez y 
de las características organólepticas del producto (20,60,65). 

3.5.· Formulación del producto (Fase IV). 
Se siguió la metodología de elaboración de yoghurt batido (según la figura 2.4 ), 

adaptandolo a las condiciones del laboratorio. 

Preparación del inóculo. 
Con las cepas seleccionadas, ás( como la relación cuantitativa óptima, se preparó el 

inóculo. En base al valor leído de absorbancia se detemúnó el mlmero viable de células que se 
tiene a este valor, lo cual permitió mantener constante la concentración de microorganismos. 
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Una vez estandarizado el inóculo bajo las anteriores condiciones, con las cepas 
seleccionadas se adicionaron a la leche y se incubó a 42°C, el volumen total se separó en dos 
partes iguales, uno de ellos se mantuvo intacto como cultivo madre y del otro se realizaron las 
detenninaciones de los parámetros pH y % acidez. 

Cultivo Mndre. 
El cultivo madre se utilizó en una concentración del 5%, el cual se tomó del matraz que 

permaneció intacto durante la preparación del lnóculo (refrigerado a IOºC), se reactivó 
atemperando en un baño térmico hasta alcanzar una temperatura de 40°C. 

Selección de la leche. 
Se trabajó con una leche comercial ultrapasteurizada y estandarizada a un 3% de grasa. 

Incremento en extracto seco. 
Se utilizó leche en polvo descremada ajustada a un 12% de sólidos (sin considerar el 

porcentaje de grasa), agitando por JO minutos, para su disolución y evitar Ja formación de 
grumos. Se efectuó a una temperatura de incubación de 45°C, con el fin de que no disminuyera 
por debajo de la temperatura de incubación (42ºC), a la cual se efectúa la fcm1entación (20,38). 

Inoculnci6n. 
Se inoculó con un 5% de cultivo madre en la leche en un rango de temperatura de 42ºC 

a 44°C, se agitó para homogenizar la mezcla. Del cual se tomó una cantidad del volumen 
original, para el seguimiento de la fermentación (38). 

Incubación. 
Los matraces se sellaron e introdujeron a la estufa a temperatura de 42°C. Durante el 

transcuillo de la fermentaeión se realizaron las detenninaciones de los parámetros pH y % Acidez. 
Utilizando para Ja neutralización del ácido láctico NaOH al O.IN y como indicador fenoftaleina 
(16). La fermentación se detuvo al alcanzar valores de pH próximos a 4.5 (20,54,60). 

Enfriamiento. 
Se utilizó agua fría a una temperatura de IOºC con la cual se disminuye la actividad 

simbiótica de los microorganismos, impidiendo la producción de acidez en el medio y evitando 
un desuerado en el producto (60). 

Refrigeración, 
El producto después del enfriamiento se mantuvo en refrigeración a 8°C, donde se 

observaron las características que las cepas impartieron al producto final en cuanto a la formación 
del gel, texrura y aro~ (54,60). 
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3.6.· Evnluncion Sensorial. 
Para el desarrollo de nuevos productos y/o tipos, se debe buscar información de la 

aceptabilidad relativa de la muestra experimental mediante pntebas con consumidores, por lo que 
es deseable el someter los productos a una prueba de aceptabilidad, ya que al establecer las 
evaluaciones sensoriales nos permite comunicar lo que es el alimento, cómo se ha transformado 
y lo más importante finalmente si gusta o no el producto alimenticio al consumirse (48). Por lo 
anterior se procedió a realizar una evaluación sensorial a los mejores productos obtenidos. Dentro 
de las medidas sensoriales se utilizó, la que corresponde al rango de pruebas discriminatorias y 
especificarnente a las calificadas como pruebas de diferencia (5). 

Las pruebas de diferencia se aplican en la determinación de la existencia de diferencias 
entre muestras. Se utilizó la prueba del triángulo , en este análisis el juez recibió tres muestras, 
se le dijo que dos muestras son iguales y una distinta y se le pidió que identificara la muestra 
diferente. Este método se emplea para detemtlnar si la sustituión de algún ingrediente o algún 
otro cambio en.el proceso resulta detectable en el producto tenninado. Calificandose el grado de 
acidez, que se presenta en ambos productos (5,44,50,63). Dicha prueba se realizó con un panel 
de 20 jueces no entrenados. Para la prueba del niángulo se plantearon las siguientes hipótesis: 

Ho: Las muestras son iguales. 
Ha: Al menos una de las muestras es diferente. 

El tratamiento de los datos fué mediante el empleo de la estadística no paraménica, para 
lo cual se fijó un nivel de significancia del 5%, con tres grados de libertad, el dato obtenido fué 
7 .815, evaluado de la tabla de valores críticos de la disnibución de la ji-cuadrada, con los valores 
obtenidos en tres días de experimentación (12,66). 

Con respecto a la evaluación sensorial de algunas de las características específicas del 
producto (en una escala del nivel de agrado), se empleó diferentes expresiones (verbales y 
númericas), se empleó la prueba de diferenciaci6n (escala de intervalos) (49). En esta prueba se 
determinó la influencia de la adición de azúcar (5%), en las características del yoghurt, 
comparando el producto obtenido en el laboratorio contra un yoghurt comercial, para lo cual se 
utilizó una escala hedónica de 7 puntos y 5 anibutos (olor, sabor color, textura y una calificación 
general). 

Los datos obtenidos se trabajaron por el método de estadística no paraménica con la 
prueba de Kruskal·Wallis (33,66). Asignando 4 tratamientos y 20 bloques con los valores 
promedio de 3 días de experimentación, los cuales fueron transforntados a rangos. Se plantearon 
las siguientes hipótesis para cada uno de los anibutos. 

Olor: 
Hipótesis: 

Ho: La pereepción del olor el mismo para todas las muestras. 
Ha: La percepción del olor es mayor al menos en una de las muestras. 

Sabor: 
Hipótesis: 

Ho: El sabor es uniforme en todas las muestras . 
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Color: 
Hipótesis: 

TeKturn: 
Hipótesis: 

Ha: Al menos una de las muestras se percibe un sabor diferente. 

Ha: El color es igual en todas las muestras. 
Ha: Al menos una de las muestras es diferente. 

Ha: No hay diferencia entre las muestras. 
Ha: La textura es diferente en una de las muestras. 

Calificación General: 
Hipótesis 

Ha: Presentan iguales atributos todas las muestras. 
Ha: Hay mayor preferencia en base a sus aoibutos, por una de las muestras. 
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CAPITULO IV 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

4.1.• Aislamiento, purificación e identificación de las cepas de yoghurt comercial (Fase 1). 

4.1.L· Identificación de cepas (Pruebas Bioquímicas). 
La identificación de las cepas aisladas de yoghurt comercial fué por medio de pruebas 

bioquímicas de reducción de azúcares para los lactobacilos. Los datos obtenidos se analizaron en 
base a la clasificación establecida en el Manual de Berbey's (6). Por lo que el lactobacilo aislado 
es el Lactobacillus lactis, para los tres yoghurt comerciales (Tabla 4.1) . 

·~· 
. :.. """ . . . . 

, \oblou ¡, 
"li kdl-• D 
:}U ...... """ """ ~ t\í Solk:O<I . 
'!Üs--
)' TcbeloA 
.;.¡'f"""" 
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Los resultados obtenidos para la identificación del estteptococo (Tabla 4.2), corresponden 
ni Streptococcus thermophilus, obtenido a partir del yoghun B. 

TABLA 4.2 
IDENTIF!CACION DEL ESTREPTOCOCO A PARTIR DE YOGHURT COMERCIAL 

CRECIMIENTO 

TEMPERATURA EN NaCl CON UNpH 
PRUEBA DE 
LACATALASA 

!OºC 45°C 
(6.55 %) DE9.6 

1) - + - - -
2) n.d. + - - -

1) FUENTE: COWAN, S.T.(1982). MANUAL PARA LA IDENTIFlCACION DE 
BACTERIAS DE IMORTANCIA MEDICA. ED. C.E.C.S.A. MEXICO. 

2) EXPERIMENTAL. 
n.d. NO DETERMINADO. 

TABLA 4.3 
DETERMINACION DE LA ABS01'1JANCIA PARA LAS CEPAS LACTICAS 

CEPA Absorbancia 

4C Lactobncillus casei 0.692 
se Lactobacillus casei 0.550 
130C Lactobnci11us casei 0.460 
SN! Lactobncillus casei 0.450 
SN2 Lactobacillus casei 0.560 
7 Lactobacillus casei 0.771 
8 Lnctobacillus casei 0.680 
Lm Lnctobacill us casei 0.567 
St StreI?tQgoc¡;:us Thennoghilus 0.754 

4.2.- Determinación de la concentración por espectofotometria (fase II). 
Las cepas lácticas puras proporcionadas por el Laboratorio de Bacteriología fueron 

sembradas en Agar Rogosa, para su conservación, durante la experimentación. 

La absorbancia de las cepas se realizó en el espectofotómetro (Spectronic 88 ) y los 
resultados se muestran en la tabla 4.3 . 
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4.3.· Efecto de la tamperatura sobre su actividad metabólica (fase II). 
a) Temperatura de 37°C.· Las cepas 8 y SNl, muestran una lenta adaptación al medio, 

después de 6 horas de postincubación se manifiesta un cambio en las condiciones 
iniciales de pH, al pasar de 5.30 a 5.0 y alcanza su valor final de 4.90 hasta las ocho 
horas La cepa 4C, mostró una fase de adaptación más prolonagada, su acidificación 
por tanto es lenta, siendo su pH final de 5.1, a ocho horas de postincubación (gráfica 
4.1). 
Por Jo que a las cepas 5C y 130C, a la sexta hora de postincubación presenta una 
mayor actividad por acidificar el medio llegando a alcanzar un valor (ambas) de 4.5 
(gráfica 4.1). 
Del análisis de varianza realizado bajo esta condición nos indicó una diferencia 
significativa para las cepas 4, 8 y SNI, mientras que para las cepas 7 y SN2, no se 
presentó una diferencia significativa. 

b) Temperatura de 42ºC.· La cepa 4C presenta el mismo componanúento (una fase lenta 
de adaptación), como a la anterior condición de temperatura; su pH final es de 4.9. En 
tanto que para la cepa SN2 y 8 después de 4 horas de postincubación tienen una 
afinidad hacia el medio, estableciendo un pH de 4.8 (gráfica 4.2). 

Con respecto a las cepas 5C, 130C, y 7, muestran una mayor tendencia a acidificar el 
medio reflejandose en una acentuada disminución del pH, siendo éste de 4.6 
aproximadamente (gráfica 4.2). 

El análisis de varianza nos indicó que las cepas 4C, 8 y SN J, presentaron una 
diferencia significativa, con respecto a las demas cepas y no se vió afectada su 
actividad metabólica a diferentes condiciones de temperatura, el cual se reflejó en el 
pH. Mostrando mejores resultados las cepas 7 y 5C. Sin embargo, la cepa SN2 fué 
influenciada por el cambio de temperatura ya que su actividad metabólica disminuyó. 

En base a estos resultados las cepas que se seleccionaron fueron la 5C, 130C, 7 y SN2. 

4.4.· Establecimiento de la mejor relación cuantltafü•a 
cocobacilo (fase lll). 

a) Empleando caldo Rogosa (T=42ºC). 
Las cepas seleccionadas del anterior experimento (5C, 130C, 7 y SN2), y Ja cepa Lm 
en combinación con el estreptococo en cinco diferentes relaciones cuantitativas, donde 
se obtuvieron los siguientes resultados: Las cepas 5C, 130C y 7 , muestran una 
tendencia a disminuir el pH, estas cepas después de cuatro horas de postincubación 
presentan una mayor adaptación al medio (pH = 7), y en la última hora alcanza un pH 
de 4.5, co~o se muestra en les gráficas 4.3, 4.4 y 4.5, respectivamente. Las diferentes 
relaciones cuantitativas tuvieron un similar componarniento y su pH final es de 4.5 . 

La cepa SN2, tuvo una lenta adaptación al medio alln después de ocho horas de 
postincubación presentó un lento descenso en el pH, y solo alcanzó un pH de 4.7, 
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GRAFICA4.1 

siendo la relación cuantitativa 2:3, la que mejor se adaptó, como se muestra en la 
gráfica 4.6. 

La c:pa Lm, a partir de la 1° hora de postincubación mostró una afinadad hacia el 
medio, el pH inicial fué 6.10, para la tercer hora de 5.50 y en la quinta hora de 
postincubación alcanza un pH de 4.4 (gráfica 4.7), y siendo las mejores relaciones 2:2 
y 2:3, ambas con un pH = 4.3. 

De los resultados obtenidos a través del análisis de varianza, la concentración fué una 
varible que influyó significativamente en la variación del pH de cada una de las cepas. 
Los mejores resultados se encontraron para la concentración 2:3, utilizando como 
medio de acidificación caldo Rogosa. 

b) Empleando leche de bovino (3° Seleccion de cepas). Utilizando como medio de cultivo 
leche, se facilitó el seguimiento de la fermentaeión de las cepas 7 y Lm, alcanznron 
un pH de 4.1 y 4.25 (gráficas 4.8 y 4.10 respectivamente), mientras que el ácido 
láctico producto de la fermentación alcanzoó valores finales de 0.85 para la cepa 7 y 
de 0.75 para Ja cepa Lm (gráficas 4.9 y 4.11), para la relación 2:3, con Ja formación 
de un gel delicado de esrructura grumosa y de un aroma suave, durante un tiempo de 
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8 horas. Las relaciones 1:1y2:1, se eliminaron ya que no impartieron modificaciones 
al medio. 

Los resultados obtenidos a través del análisis de varianza, nos indicó que al eliminar 
las concentraciones 1:1 y 2:1, mostraron una diferencia significativa con respecto a las 
concentraciones 1 :2, 2:2 y 2:3, tomando en cuenta que con la combinación del 
estreptococo y la cepa Lm, que fueron aislados del yoghun comercial, sirvieron de 
referencia para la evaluación del producto obtenido, no presentaron formación de gel 
y aroma. 

La cepa SC, después de dos horas, muestra un cambio alcanzó un pH promedio de 5.4, 
y baja producción de ácido de 0.44 (gráficas 4.12 y 4.13 respectivamente), 
correspondiendo a la relación 2:3, la cual no presentó formación de gel, así como 
tampoco desarrolló aroma. 

La cepa 130C, presentó una fase de adaptación de 4 horas, después de In cual muestra 
una mayor afinidad por el medio, siendo su pH final de 5.6 y una acidez de 0.475 
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(gráficas 4.14 y 4.15), siendo la concentración 2:2 la que mejor se adaptó. Sin embargo 
tampoco presentó formación de gel y aroma. 

La cepa SN2, presentó un descenso escalonado (concentración 1 :2 y 2:2), el pH final 
alcanzado fué 5.45 y una acidez de 0.4 (gráficas 4.16 y 4.17), la mejor relación fué 
2:3, no se presentó modificación alguna al medio en cuanto a la formación de gel y 
aroma. 
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- r1:1J ~ r1:2J § r2:1J D r2:2J ([[]] r2::i1 

GRAFICA 4.3 

En base a los resultados obtenidos, solo se seleccionaron dos cepas, las cuale son: la cepa 7 
(Lactobacillus casei) y Lm (Lactobacillus lactis), esta última aislada del yoghurt comercial y se 
obtiene que la relación 2:3, fué la mejor ya que alcanzó los valores óptimos de pH (4.4 ambas 
C<'pas) y % acidez (0.85 y 0.75 respectivamente). Así como de impanir las características 
organolépticas que se requiere en un producto fermentado en cuanto a la formación del gel y 
aroma. 

Al cambiar el medio de acidificación el componanúento de las cepas y concentraciones 
cambiaron, el parámetro de la concentración es una variable determinante para la obtención del 
producto, por lo cual se eliminaron las concentraciones 1:1 y 2:1, ya que mostraron una 
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diferencia significativa con respecto a la concentración 2:3. 

4.5.· Fonnulaclón del producto. (Fase IV) Preparación del lnóculo. 
Se tomó como el valor constante la absorbancfa determinada en el espectofotómetro para 

las cepas seleccionadas: 7 (0.771); Lm (0.567) y estreptococo (0.754). 

Estandarización de las cepas. 
El número viable de células para la absorbancfa de cada una de las cepas se muestra en 

la tabla 4.4. Dichos valores de concentración corresponden a las diluciones 10"' y 10 .. , al primer 
número le corresponde el mayor número de colonias contables. 

El inóculo preparado alcanzó valores de pH de 4.5 y 4.6, para las cepas 7 y Lm 
respectivamente (gráfica 4.18) y los valores de acidez de 0.68 y 0.67 para la cepa 7 y Lm 
respectivamente (gráfica 4.19). El resultado del análisis de varianza de las variables pH y% de 
acidez, no presentaron una diferencia significativa entre las cepas 7 y Lm. El tiempo tampoco 
influyó de manera significativa. 
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Cultivo madre. 
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Se inoculó con un 5%, previo atemperamiento a 40ºC por 10 minutos. 

Selección de la leche. 
Se seleccionó una leche comercial ultmpasteurizada con un contenido mínimo de grasa 

(3%). 

Incremento en extracto seco. 
Los sólidos se ajustaron a un 12% (tomando como base los sólidos no grasos de la leche). 

Su clasificación corresponde al yoghurt natural tipo I, variedad I (leche entera), según la Norma 
Oficial Mexicana (1990). 

Inoculación. 
La inoculación se efectuó a una temperatur;i de 42 a 44ºC, en condiciones asépticas. 
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La incuboción se efectuó a 42°C, ambos cepas (7 y Lm), mostraron una tendencia a 
disminuir el pH, en el menor tiempo posible, la cepa 7 alcanzó un pH = 4.5, en un tiempo total 
de 2.20 horas (140 minutos), mientras que la cepa Lm, necesito de 20 minutos menos en alcanzar 
el pH = 4.5, es decir su tiempo final fué de 2.00 horas (120 minutos), como se muestra en la 
gráfica 4.20. 

Por lo que respecta a la acidez producida durante la fermentación se obtuvieron 0.86 y 
0.93% de ácido láctico para las cepas 7 y Ln1 respetivaniente, como se muestra en la gráfica 4.21 

Los resultados del análisis de varianza, nos indicaron que no hubo una diferencia 
significativa con respecto a las variables pH y % de acidez, pues ambas cepas alcanzaron valores 
dentro de los rangos establecidos para este tipo de productos. 

El tiempo para llevar a cabo la fermentación mostró una diferencia significativa, 
alcanzando los valores óptimos de pH y acidez 20 minutos antes la cepa Lm, que la cepa 7. El 
tiempo fué lo variable más significativa, ya que el tiempo para llevar a cabo la fermentación fué 

- 47-



VARIACIOH DEL pH CON RESPECTO AL TIEMPO 
CEPA 1 7 

IER 
"' o ' l 3 4 6 ti , 11 

TIEMPO (HRSJ 

-..ll ...,...LI -+-t:t 

disminuido de 8 a 2 horas. 

VARIACION DE LA ACIDEZ CON RESPECTO 
AL TIEMPO CEPA /1 1 

~¡~ 
00 

D 1 2 3 4 11 11 1 11 
TIEMPO (HRS) 
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TABLA4.4 
DETERMINACION DEL NUMERO VIABLE DE CELULAS 

CEPA ABSORBANCIA DILUC!ON NUMERO DE CONCENTRAC!ON 
COLONIAS 

llSTREPI'OCOCO (St) 0.754 10 .J 381 381(10)' C/ML 
10~ 31 31(10)6 C/ML 

LACI'OBACILO (7) 0.771 10·S 483 483(10)' C/ML 
10~ 79 79(10)6 C/ML 

LACI'OBACILO (Lm) 0.567 10·• 158 150(10)' C/ML 
10~ 40 40(10)6 C/ML 
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Enrriamlento. 
Se utilizó agua a una temperatura de !OºC/30 minutos. 

VARIACION DEL pH CON RESPECTO Al. TIEMPO 
CEMLM 

Refrigeración. 

VARIACION DE LA ACIDEZ CON RESPECTO 
AL TIEMPO CEPA LU 

GRAFIC\."4.11 

El producto obtenido se mantuvó en refrigeración a 8ºC. 

4.6.- Evaluación Sensorial. 
Para establecer las diferencias que pudieran percibir los panelistas se seleccionaron 

yoghuns de similares caractcrlsticas es decir en su sabor natural. Para la evaluación de los datos 
obtenidos, se realizó la prueba estadística de la prueba ji-cuadrada. 

En la prueba de diferenciación entre las muestras se obruvieron los siguientes resultados: 
Para la cepa Lm comparada con los yoghuns comerciales A y B, el valor obtenido apanir 

de los datos experimentales fué de 0.62, tenemos que la hipótesis Ho se acepta, ya que no hay 
diferencia significativa entre el número de acienos. 
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El mismo calculo esladfstico se realizó :para el yoghun realizado con la cepa 7 con los 
yoghun comerciales A y B. De igual forma la hipótesis Ho se acepta, el valor obtenido de los 
datos experimentales es de 0.30 y el obtenido de tablas es 7.815 por lo que nuevamente no hay 
diferencia significativa entre el número de acienos. 

Como se modificó el sabor tanlo del yoghun comercial como el del experimental, a los 
cuales se les adicionó 5% de azúcar. Se realizó una prueba de análisis de preferencia, para cada 
uno de los atribulas siguienles: 

Olor 
Para un valor de significancia de 0.005 y con 3 grados de libenad el resultado oblenido 

de la tabla de distribución Ji cuadrada obtenemos el valor 7.815. Del tratamiento estadfstico 
obtenido de los datos experimentales la h calculada tiene un valor igual a "cero" por lo cual no 
cae dentro de la regíon crftica h < 7.815. 

Por lo lanto se acopla Ho ya que no hay diferencia significaliva entre las muesiras. 
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VARIACION DE U. ACIDEZ CON RESPECTO 
N..TIEMPOCEPA•130C 

~~ ~tY°,H):~ 
o t 1 1 • • • 1 • o 1 1 1 • 1 • r • 

TEl.1'0 (fflS) TIEMPO {HRS) 

QAAFCA415 

Sabor 
Ln h calculada con los datos experimentales tiene un valor de 16.10 > h = 7.815, se 

rechaza la Ha y y se concluye que se presenta una diferencia significativa, por lo cual se acepta 
la Ha. 

Color 
Comparando la h calculada con la H de tablas bajo los mismos parámetros h = 3.461 < 

h = 7.815, por lo tanto se acepta la Ha, no hay diferencia significativa entre las muestras. 

Textura 
La h calculada tiene un valor de h = 15.03 > h = 7.815, por lo cual la Ha es rechazada 

y se acepta la Ha, donde si hay diferencias significativa entre !ns muestras. 

Calificación General. 
Ln h calculada tiene un valor de h = 3.34~ < h = 7.815, por lo cual aunque no son 

suficientes evidencias se acepta Ho, no hay diferench1 significativa. 
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VAAIACION OE.LpH CON RESPECTO AL TIEMPO 
CEPA116N2 

VARIACION DE. LA ACIDEZ CON RESPECTO 
Al TIEMPO CEPA 11 SN2 

:~-~~ o.u ........................................................................ ····· 
l.9G ........................................................ ·•····•· -==== ::;~ 
w -o t 1 1 ••• 1 • 11 t 1 1 • 1 • 1 f 

TEMPO (W{S) TIEMPO (HRS) 

QRN'C,.\417 

En el tabla 4.5 se resume el toUll de lot resultados obtenidos del an:llisis sensorial. 
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PREP AAACION DEL \NOCULO V AR\o\CION DEL pH 
RESPECTO #J. TIEM?O CEPA 7 Y CEPA lM 

PREPAAACION DEL INOCULO VARIAClON DE lA 
~.RESPECTO AL TLEMpO CEPA 7 V CEPA l.M -- -·-"'º ........................................................................... . 

~~=~ ~ ~ 

o ' 1 1 t 1 • ' • o 1 1 1 t 1 • ' • 
TEMPO (lflS) TIEMPO (HRS) 

-tlRclCU'.UJ -+-1)2'1CU'A~W 

QRAl'"ICA'1• 

TABLA4.S 
ANAL!S!S ESTAD!STICO DB LA EV ALUAC!ON SBNSOR!AL 

HIPOTES!S 
ATRIBUTO 

Ho 

OLOR A=B=7=Lm 
SABOR 
COLOR 
TEXTURA 
CAL. GENERAL 

NIVl!L DE S!ONIFICANC!A = 0.005 
ORADOS DE LIBERTAD= 3 
VALOR OBTBNIDO DE TABLAS= 7.815 
• NO SION!F!CA TIVO 
•• SIGNJFJCAT!VO 

Ha 

A<>B<>7<>Lm 
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h:CALCULADO 

h=O 
h=l6.10 
h=3.461 
h=l5.Q3 
h=3.346 

NIVEL DE 
S!GNIF!CANC!A . .. . .. . 



PRODUCTO f~AJ.. VAA1ACION OELpH RESPECTO 
ALTIEMPOCEPAn YCEPALM 

=-IUG·· .. ••• ...................................................... , ........ ,.,. 

ª~ ·~ o • "° '° '° \OQ ,. uo 
TIEMPO(MlN) 

-C1.PA11lt:J ....... Ctl'AlMll:U 

OAAFICA4.2Q 
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PRODUCTO FINAL VARIACION DE LA ACllEZ 
RESPECTO AL TIEMPO CEPA #7 "t CEPA lM 

:::~:::::= ............• ::::::=::==:::. OJO·•·······"'ººº""ºº'º""'º""'º'·················· ................ . 
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OMI ..................... : ...................................... . 
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::º:··: ... ::::::::: :::: ji 

TIEMPO{MtN) 
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CAPITULO V 

·SS· 



DISCUSIONES 

En base a los objetivos planteados y al desarrollo experimental, .se obtuvieron los 
siguientes resultados paru cada una de las fases propuestas: 

Las cepas lácticas obtenidas de yoghurt comercial (fase !), y su posterior aislamiento y 
purificación fué mediante el empleo de medio agar Rogosa, el cual resultó ser un excelente medio 
de crecimiento de las cepas lácticas y de regeneración de éstas durante la experimentación. Sin 
embargo, recientes investigaciones han demostrado que las nuevas formulaciones o 
modificaciones a este medio de cultivo permiten una mejor identificación de cada una de las 
cepas por ser más selectivos para el crecimiento de dichas cepas (4,34). A nivel industrial las 
cepas usadas son mezclas tanto de lactobacilos como de estreptococos, y en algunas ocasiones 
se involucran c~pas lácticas de otras especies, que favorecen la fennentación láctica, y que son 
especificaciones establecidas por el fabricante ya que el tiempo y la temperatura son parámetros 
importantes en el proceso industrial de obtención del yoghurt (42,45). 

La prueba para la identificación de los lactobacilos fué por medio de las pruebas 
bioquímicas de reducción de azúcares. Un indicador del aprovechamiento del azúcar por el 
microorganismo fué el cambio de coloración del medio. Es importante resaltar en particular con 
respecto a la glucosa, que en dicho azúcar los lactobacilos aislados no presentaron producción 
de gas (no lo utiliza como fuente de energfa), lo cual se vió reflejado en los tubos de Durhan, 
aún después del tiempo de postincubación. 

De acuerdo con los resultados obtenidos de las pruebas bioqufmicas y según el manual 
Bergey's (6) , las cepas identificadas correspondieron al Lactobacillus lactis. 

Con respecto a la identificación del estreptococo, el aislamiento se logró en uno de los 
yoghurt comerciales (B), esto podría explicars~ debido a la propia acidez del producto, ya que 
al principio de la fermentación crece mejor el estreptococo, por que el pH es alto y a medida que 
éste decrece, se favorece más el desarrollo de lactobacilo y éste domina la fermentación a pH 
inferiore de 4.5 e incluso a pH de 4.2, inhibe el desarrollo de las bacterias (54), y por otro laúo 
la presencia de sales o concentraciones altas de azúcar inhiben la fermentación (20). Es 
importante resaltar que no fué posible el aislamiento de lactobacilos, rii de estreptococos (en el 
yoghurt comercial D), quizá debido a que el producto recibió algún tratamiento térmico como 
parte de su elaboración. 

Las pruebas realizadas para la identificación del estreptococo presentó resultados positivos 
de acuerdo a cada una de las pruebas de tolerancia para los esteptococos (8), con excepción de 
la temperatura de lOºC, la cual no se determinó, ya que no fué posible controlar dicha variable. 
En base a los resultados obtenidos el microorganismo identificado fué el Streptococcus 
thermophilus. 

Con la obtención (fase ll), de las 7 cepas de lactobacilos proporcionadas por el laboratorio 
de Bacteriología de la Unidad de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán, las 
muestras fueron preparadas utilizando caldo Rogosa, para la conservación de éstas, durante toda 

- 56 -



la experimentación. Sobre el efecto de la temperatura en su actividad metabólica (fase 11), las 
cepas se sembraron en caldo Rogosa, durante 24 horas a 37°C, se determinó su absorbancia y 
el valor leido sirvió como referencia para la estandarización del inóculo. Se realizó la primer 
selección de cepas, utilizando el pH como parámetro de evaluación, se observó que conforme 
transcurrió el tiempo hubo un decremento en el pH, debido a la acidificación del medio; su fase 
de adaptación fué lenta, después de la cual empieza una fose más prolongada ( y se provoca la 
disminución del pH) y finalmente una fase de estabilidad (hay una agotamiento del sustrato). 
Como lo muestran las cepas 5C, 130C, 7 y SN2 (gráfica 5.1), mientras que para la cepa 4C, su 
adaptación fué lenta y quizá hubiera requerido un tiempo mayor de adaptación, para presentar 
un similor comportamiento, tanto para la temperatura de 37ºC como a 42°C (gráfica 5.2), por lo 
tanto la cepa 4C fué descartada, al ser lenta en la producción de acidez, corroborado por el 
análisis de varianza. Se realizó una segunda selección de cepas (fase JII) utilizando la 
combinación de las diferentes cepas de lactobacilos con el Streptococcus thermophilus y el 
establecimiento de las diferentes relaciones cuantitativas empleando el mismo medio y 
estableciendo la temperatura óptima de 42'C, temperatura a la cual se realiza la fermentación 
láctica (37,65), se presentaron componamientos similores tanto para la cepa comercial (Lm), 
como las de estudio (5C, 130C y 7). De las relaciones cuantitativas entre lactobacilos y 
estreptococos de los 5 niveles estudiados, 3 de ellos presentaron similor componamiento (l :2, 2:2, 
2:3), validado por el análisis de varianza. Como era de esperarse el pH alcanzó valores promedio 
de 4.5, en un tiempo de 8 horas. Cuando estas bacterias se desarrollan individualmente (aún en 
leche), su tiempo de coagulación es lento (de 8 a 10 horas aproximadamente) (54). 

Para efectuar la 3' selección de cepas, el medio de acidificación (caldo Rogosa) fué 
cambiado por leche de bovino, que es el medio natural para la obtención de yoghun empleando 
las mismas cepas (5C, 130C,SN2, 7 y Lm) y las mismas relaciones cuantitativas (1 :2, 2:2, 2:3). 
El componamiento de las cepas fué similar al del caldo Rogosa. De los resultados obtenidos se 
tiene que las mejores cepas fueron Lm ( Lnctobncillus lactis) y 7 <Lnctobacillus casei), asi como 
que la mejor relación estreptococo/lactobacilo más adecuada fué la de 2:3, ya que se obtiene un 
producto tal que las características organolépticas (olor, sabor y formación de gel), son las que 
corresponden a un producto tipo yoghun. Sin embargo el tiempo de fermentación no disminuyó, 
pues fué una etapa en la cual se evaluó la viabilidad de poder utilizar las cepas para el desarrollo 
de un producto láctico. El análisis de varianza reafirmó los resultados obtenidos a través de la 
experimentación. 

Establecida la mejor relación (2:3) y para preparar el inóculo en la formulación del 
producto (fase IV), se realizó la estandarización de un volumen que mantuviera la misma 
concentración y relación cuantitativa de las cepas. Aunque el inóculo presentó una lenta 
adaptación quiza porque el volumen para preparar el inóculo fué mayor. Pero al utilizarlo ya 
como cultivo (5 %) el tiempo final de Ja fementación fué reducido de las 8 horas totales hasta 
2:00 horas para la cepa Lm (que fué la cepa aislada del yoghun comercial) y de 2:20 horas para 
la cepa 7. Obteniendo los siguientes valores de acidez 0.93% y 0.86% expresado como ácido 
láctico, para la cepa Lm y 7 respectivamente. En recientes investigaciones se ha reponado que 
las bacterias no producen un agotamiento de la lactosa debido a que la acumulación del ácido 
en el medio actua como inhibidor del desarrollo de las bacterias (54). El valor del pH fué de 4.5 
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(para ambas cepas), el cunl es un rango adecuado en el cual alcanza su punto isoeléctrico, 
precipitan y forman el coagulo, característico en este tipo de productos. Estas cepas presentan 
cierta similitud nl Lactobacillus bulgaricus, ya que alcan1.a los valores esperados de acidez 
(comprendida entre 0.8 a 1.8% expresado en ácido láctico). Con respecto a la utilización de otras 
cepas lácticas capaces de llevar a cabo la fermentación láctica se ha realizado una reclasificación 
de cepas; por ejemplo a panir del Streptococcus salivarius. en las subespecies salivarius y 
thennoQhilus, las cuales pueden emplearse en la elaboración de yoghurt el cual se vió reflejado 
en un buen desarrollo de aroma y sabor, esta es una importante consideración en la selección de 
cultivos y de Ja habilidad de crecimiento simbiótico (41). 

Dependiendo de la presentación de cepas comerciales, cuando el cultivo iniciador se 
adquiere en ampolletas o liofilizados, a partir de éstos es necesario elaborar cultivos iniciadores 
en el laboratorio para después usarse en la producción industrial (54). 

La propagación se lleva a cabo en varias etapas previas desde la preparación del cultivo 
madre en matraz (J• etapa), a partir de ést se inocula otro volumen en bote (2° etapa) y 
finalmente a una cuba de siembra (3º etapa}, siendo esta su propagación para su uso industrial. 
Si se considera el tiempo a partir del cultivo iniciador para que presente un yoghurt rígido o 
"aflanado" (en el matraz}, le toma un tiempo hasta de 2.5 horas, y al utilizarlu para empezar la 
propagación (en botes), con un 2% o 3% de inóculo, su tiempo es de 1.5 a 2 horas y al 
propagarse finalmente en la cuba de siembra (fennentador), requiere del mismo tiempo, para que 
se presente dicha rlgidez. o "afhmndo". La anterior metodología corresponde a un proceso batch 
o por lotes la cual es llevada a cabo a nivel industrial, ya que cada etapa requiere de un 
determinado tiempo, poniendo de estas bases y de acuerdo al desarrollo experimental en el 
laboratorio se comprobó la metodología propuesta, desde Ja preparación del cultivo madre y 
posterior seguimiento de la fermentación para elaborar el producto, estudiando las condiciones 
de operación, así como evaluar las características organoléptlcas de Jos productos y 
principalmente estudiar la variable del tiempo :de fermentación siendo importante parámetro a 
nivel industrial. La cepa Lm obtenida del yoghurt comercial sirvió como referencia (tiempo total 
de fermentación de 2.00 horas}, si se compara con la cepa 7 (tiempo de fermentación de 2:20 
horas) , ya que el tiempo para llevar a cabo la fermentación láctica (es aproximadamente de 2:30 
horas), se encuentra dentro de los rangos establecidos cuando se utilizan las cepas originales para 
la elaboración del yoghUrt, esto es de tomarse en cuenta como una opción para la producción de 
productos lácteos. Aunque en pocos países sin embargo, sólo requieren de una de las dos 
bacterias, como en Alemania e Ingloterra los cuales requieren solo el uso del Lactobacillus 
bulgaricus, mientras que en Australia requiere al Streptococcus thermophilus, con la elección de 
'un Jactobacilo asociado que se limita al uso del Lactobacillus acidophilus o Lactobacillus 
bulgaricus. Aunque esta selección está limitada no debe dudarse de un producto de cierto 
desagrado (52). Para poder evaluar el potencial renl de las cepas 7 y Lm, estas deben sujetarse 
a un estudio a nivel de planta piloto, para poder establecer las variables de operación y 
condiciones de trabajo de donde se determinaría las bases para su desarrollo a nivel industrial. 
El análisis de varianza nos indicó que no hubo diferencia significativa de Jos resultados 
obtenidos, ésto mal'có la pauta para realizar un análisis estadístico no paramétrico sobre Jos 
productos obtenidos. 
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Con respecto a la última etapa se realizó una evaluación sensorial para la prueba del 
triángulo; tenemos que los panelistas identificaron la muestra diferente y los datos fueron 
analizados con estadística no paramétrica que es una herramienta de cuantificación matemat(ca 
para determinar la validez y la confiabilidad de los análisis sensoriales. En dicha prueba los 
panelistas no encontraron una diferencia entre los yoghurts comerciales (A y B) de los yoghurts 
experimentales (cepas 7 y Lm), siendo el principal atributo a evaluar el sabor. Algunas otras 
carncterlsticas como la textura o consistencia y quizá el color, fueron tomadas en cuenta para 
evaluar en la 2' parte cuando se realizó el análisis de preferencia. En base a una esenia hedónica 
de 7 puntos, y en base al análisis estadlstico con la prueba de Kruskall-Willis (33,49,66), tenemos 
que para el olor y el color no encontraron una diferencia entre las muestras experimentales con 
respecto a las comerciales lo cual no indica una aceptación respecto al primer atributo (al igual 
que en la prueba del triángulo), pero con respecto al sabor y la textura, se encontró que hay 
diferencias, pues se presenta una mayor aceptación en los productos comerciales cuya textura y 
consistencia fueron mejores. 

Con respecto n los atributos analizados los yoghurts experimentales tuvieron menor 
aceptación que los comerciales lo cual era de esperarse, puesto que no son las cepas tradicionales 
con las que se elabora un yoghurt, este mismo comportamiento se presentó con la textura. Con 
respecto a este último es necesario remarcar que en la elaboración de los yoghurts experimentales 
no se empleó ningún tipo de estabiliznnte a diferencia del yoghurt comercial, que nonnalmente 
lo contiene, esto provoca la diferencia en aceptabilidad pues la utilización de espesantes o 
cstabilizantes favorece las características de textura por parte del consumidor. 

El uso de estnbiliznntes es una práctica muy comun en algunos países, sin embargo, puede 
ser elaborados sin aditivos. Estos tienen la ventaja de conferirle mayor fuerza a la estructura del 
gel que la hace menos vulnerable a los cambios mecánicos que pueden ocasionar la ruptura del 
coágulo. Se mejora el cuerpo y la textura, así como la apariencia (21). Los estabilizantes 
comunmente utilizados son la grenetina, almidón, carregeninn, gomas como la guar, algarrobo, 
pectina, etc, (52). Algunos autores señalan que los aditivos autorizados para utilizarse en 
productos lácticos pueden ser. los que se obtienen de la adición de frutas o extractos de fruta, en 
diferentes fonnas (pulpas, saborizantes), que generalmente estan asociadas con sacarosa con una 
proporción limite de aditivo de 25 al 30%, de acuerdo a cada país (52). 

La preparación del yoghurt y de otros productos lácteos no estan libres de presentar 
defectos en el cuerpo, consistencia y sinéresis, el cual os un problema en la industria láctea. La 
presencia del suero disminuye la preferencia del consumidor hacia este tipo de productos y ésto 
usualmente indica fortnulaciones o tratamientos inadecuados. Muchas fonnulaciones de yoghurt 
incorporan hidrocoloides de plantas o animales, los cuales imparten un deseable espesamiento, 
estabilidad o efecto de gelatinización. Existe una gran variedad de compuestos denominados 
como estnbiliznntes y agentes fortificantes, entre los que se incluye 3 a 4% de leche en polvo 
descremada, suero en polvo, caseinato de sodio, y leche concentrada por ultraftltrnción u ósmosis 
inversa. Sin embargo el uso de estos puede presentar problemas, el suero impane un sabor 
desagradable y la leche en polvo descremada una producción excesiva de ácido (43). 

Se encuentra en proceso de legalización un anteproyecto de la Nonna Oficial para la 
elaboración de yoghurt, la cual establece que para el uso de gomas por ejemplo, como la arnbiga, 

- 59 -



ttagacanto y xantana debe ser en una cantidad máxima de 0.2%, así como también para la 
gelatina o alginato de sodio o potasio (46). Debido al manejo mecánico que requiere el yoghurt 
es común el rompimiento del gel y el desuerado, lo cual represenia un problema de presemación 
y un defecto de elaboración. Para eliminar estos problemas se adicionan gomas, aunque la 
tendencia actual es sobro el uso de cepas formadoras de gomas o polímeros corno la cepa 
Stremococcus filant, lo que reduciría tiempos de mezclado e insumos, ya que su uso presenta la 
ventaja de mantener la acidez, aroma y el sabor característico, y muestran una clara ventaja en 
el aumento de viscosidad y en la prevención de sinéresis, sobre las cepas originales que se 
utilizan para este tipo de productos (19,20). El Streptococcus filant ha sido empleada en la 
elaboración de leches fermemadas escandinavas. En recientes investigaciones se han enconirado 
que especies de Lnctobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus, que bajo diferentes condiciones de 
crecimiento producen polímeros (19,22). Lo cual es una veniaja sobre el uso de estabilizantes o 
espesantes para obtener un producto fermeniado natural _(21). 

Cuando los panelistas evaluaron en fom1a global los alributos de cada una de las muestras 
presenindas, para dar una calificación general, se oblllvo un consenso de aceptabilidad. Se debe 
aclarar que fué necesario adicionar azúcar al yoghurt experimental, ya que para la venia al 
público el yoghurt comercial (algunos) vienen adicionados con edulcoranies. 

Por último cabe señalar que se realizó el producto en su forma nawral. Aunque la acidez 
es un parámetro de la aceplabilidad del producto, oiro criterio de calidad de evaluación del 
yoghurt son las propiedades físicas del gel, el yoghurt rígido presenta un gel firme, y por oira 
parte el yoghurt batido tiene una consistencia "semi-sólida". Las propiedades físicas del yoghurt 
se ven influenciadas por la composición de la leche y las condiciones de operación. Las variables 
que pueden afeciar dichas propiedades físicas, incluyen el ttalamiento térmico aplicado n la leche, 
el contenido de proteína, homogenización y la presencia de estabilizantes (17). El crecimiemo 
en el consumo de yoghurt, es generalmente atribuído a la introducción de fruia al producto. El 
yoghurt batido (o estilo suizo), ha reemplazado al yoghurt rígido, también frmado (fruta 
adicionada en el fondo del envase), en México los sabores más consumidos son fresa, durazno 
y mango (20,27). 
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CAPITULO VI 
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CONCLUSIONES 

En base a los objetivos planteados y la metodología estudiada en el presente trabajo se 
concluye lo siguiente: 

Se aislaron, clasificaron e identificaron, las cepas lácticas pr<--scntes en yoghurts 
comerciales siendo estos el Lactobncillus lactis (Lm) y Streptococcus therrnophiJus 
(St). 

- De las diferentes cepas lácticas proporcionadas por el laboratorio de Bacteriología, solo 
se seleccionó una de ellas en base a los resultados obtenidos en cada una de las 
diferentes fases experimentales siendo ésta la cepa 7 Lactobacillus casei. 

El memo agar Rogosa demostró ser un medio óptimo de desarrollo para las cepas 
identificadas (medio sólido), y se utilizó como medio de acidificación (medio líquido), 
para la selección de las cepas lácticas. 

Con la temperatura de 42ºC, se obtuvo la mayor producción de acidez, el cual se vió 
reflejado en las detenninación del parámetro pH. 

De las diferentes relaciones cuantitativas propuestas se determinó que la majar relación 
fué la 2:3, con la cual se estableció el inóculo para la preparación del producto final. 

Al emplear como medio de acidificación leche de bovino y ajustada a un contenido <le 
sólidos, lo que permitió observar las características organolépticas del producto y se 
confirmó la selección de la mejor relación cuantitativa. 

El posible uso de cepas de difere~tes especies para la elaboración de productos 
fermentados fué factible ya que se seleccionó y evaluó las cepas tomando en cuenta 
la producción de acidez, la cantidad de inóculo, la temperatura y el tiempo de 
fermentación. 

El proceso se realizó por etapas (batch o lote), donde la variable tiempo fué 
disminuído hasta en aproximadamente 4 horas. 

- En general el producto tipo yoghun obtenido en el laboratorio tuvo una buena 
aceptación por parte de los panelistas. 

Se debe reconocer sus desventajas con respecto al sabor ya que obtuvó una diferencia 
significativa a través del análisis de varianza, siendo posible su utilización en mezclas 
con otras cepas lácticas y realzar el atributo del sabor. 

La evaluación sensorial mostró que no hubo diferencia significativa entre el producto 
obtenido en el laboratorio y el estandnr comercial en cuanto al olor y sabor, pero no 
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así en cuanto a textura donde el pnx1ucto comercial presento una mejor aceptación, 
posiblemente debida ni uso de estabilizantes. 

- 63-



RECOMENDACIONES 

Como recomendaciones en base a las obsel'Vaciones realizadas en el presente trabajo son: 

Llevar a cabo investigaciones para la identificación y aislamiento de cepas lácticas, basada 
en las técnicas establecidas, de bajo costo y en el menor tiempo posible. Debido a que las cepas 
lácticas que se utilizan en la industría láctea (quesos maduros, mantequilla, yoghurt, etc.), son 
productos de importación es necesario enfocar investigaciones biotecnológicas para la producción 
y comercialización de fermentos lácticos, adaptándolos a las necesidades de cada industría. 

Entre los problemas más frecuentes con los cuales el consumidor rechaza el producto 
terminado, se enumeran varios como son: sinéresis, excesiva acidez y dependiendo del tipo puede 
ser viscoso (como el yoghurt lfquido), sin cuerpo y consistencia (como el yoghurt rígido), con 
residuos de fruta o sin está, exceso de color, etc. Por lo cual es necesario realizar estudios de 
proceso, durante el almacenamiento, ttansportación y comercialización del producto hasta los 
centros de distribución. 

La apertura del mercado traerá como consecuencia la competencia con mejores 
tecnologías, por lo cual es necesario innovar o modificar las técnicas establecidas en la 
producción de yoghurt, mejoramiento del producto, nuevos diseños de empaque.etc., basado tanto 
en estudios de mercado, as( como proyecciones estadísticas sobre el perfil de aceptación del 
consumidor por este tipo de productos. 
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Agar Rogosa 
Parte A 

Ex1tacto de carne 2.5 grs. 
Ex1tacto de levadura 1.25 grs. 
Acido Ascórbico 0.25 grs. 
Peptona de soya 2.5 grs. 
Polipeptona 2.5 grs. 
Acetato de Sodio anhidro 1.5 grs. 
Agar Bacteriológico 5.5 grs. 

Colocar los ingredientes en 4SO mi de agua destilada, esterilizar a 12JºC durante 15 
minutos y una presión de 15 libras. 

Parte B 
Lactosa 2.5 grs. 

Colocarla en SO mi de agua destilada, esterilizar a 10 libras de presión durante IS 
rrtinutos. Mezclar la parte A y la parte B, servir en cajas de petrl estériles. 

Caldo Rogosa 
Parte A 

Ex1tacto de carne 2.5 grs. 
Ex1tacto de levadura 1.25 grs. 
Acido Ascórbico 0.25 grs. 
Peptona de soya 2.5 grs. 
Polipeptona 2.5 grs. 
Acetato de sodio anhidro 1.5 grs. 

Colocarlos en 450 mi de agua destilada, esterilizar a !21ºC por 15 minutos y una presión 
do 15 libras. 

Parte B 
Lactosa 2.5 grs. 

Colocarlos en 50 mi de agua destilada, esterilizar a 10 libras de presión por IS minutos. 
Mezclar la parte A y la parte B y servir en tubos de rosca estériles. 

Caldo MRS (modificado para carbohidratos) 
Ex1tacto de levadura 5 grs. 
Peptona 10 grs. 
Tween 80 1 mi. 
K,HOP4 2 grs. 
CH,CÓONa.3H,O 5 grs. 
MgS04 • H20 O grs. 
Agua destilada 1000 mi 
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Preparar solución al 0.2% de rojo de clorofenol y agregar 20 ml por cada 1000 ml de 
caldo MRS modificado para carbohidratos y esterilizar a 20 libras de presión por 15 minutos, 
ajustando el pH entre 6.2-6.5. 
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