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RESUMEN. La presencia delas bacterias ldcticas del yogurt, activas
y viables, en nimero no menor de 100 ufc/g de producto, es una
condicién establecida en las normas vigentes nacionales € interna-
cionales. La viabilidad y la actividad de la flora lctica hasta el final
de la vida dtil del yogurt se ve influenciada por varios factores, lo que
incide en la enumeracién y deteccién de esta microflora. Para este
estudio se seleccionaron los medios de cultivo MRS y agar LEE para
el recuento total de bacterias lacticas; el M17 para el S-salivarius ssp
thermophilus y el RCA para L. delbrueckii ssp bulgaricus. Se utili-
zaron diferentes metodologias paraladeteccién y enumeraci6én de esta
flora que incluy6 siembra directa a partir de diluciones seriadas;
tratamiento térmico selectivo y un perfodo de recuperacién de las
células en caldo Tripticasa de Soya. Los recuentos se efectuaron desde
el inicio del proceso de fermentacién (O y 3 horas) y durante el
almacenamientodel producto (4,12 y 21 dfas). Los resultados mostraron
excelente recuperacién de la flora l4ctica en los medios y técnicas
evaluadas. Enel RCA, losrecuentos fueronsignificativamente inferiores,
elagar LEE mostréuna significativa mejor recuperacién. El tratamiento
térmico previo a la siembra, ejercié un efecto negativo reversible,
mayor sobre los lactobacilos que sobre los estreptococos. La técnica de
recuperacién mostré su efecto en las muestras de yogurt durante el
almacenamiento. Serealizaron determinaciones de pHy acidez durante
el proceso de elaboraci6ény durante el almacenamientodel producto. Se
observéque amayor tiempo de almacenamiento mayor disminucién de
pH, como consecuencia de la produccién de 4cido l4ctico, lo que se
corresponde con la actividad de la flora l4ctica presente.

INTRODUCCION

Microbiol6gicamente el yogurt se puede definir como el
producto final de una fermentacién controlada de leche
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SUMMARY. Comparison of methodologies for the detection
and enumeration of lactic acid bacteria in yogurt. It is generally
agreed that the population of lactic acid bacteria in yogurt must be not
less than 100 ufc/g. Viability of the lactic flora until the end of shelf-
life is affected for many factors, which has incidence in the
recuperability of this microflora. MRS and LEE agar were selected
for the total count of lactic bacteria, the M17 was used for the S
salivarius ssp thermophilus and the RCA for L. delbrueckii ssp
bulgaricus. Different methodologies were used for detection and
enumeration of this bacteria: direct plate count; thermal treatment
and recuperation of the injured cells in Soy Tripticase broth. The
enumeration was done at time zero and 3 hours after the start of the
fermentative process and during storage at 4, 12 and 21 days. The
results shown an excelent recuperability of the lactic flora in the
selected mediaand methods that were used; however the enumeration
was significatively lower in the RCA agar. The counts in the LEE
agar shown a better recuperability. The thermal treatment affected
negatively the counts of lactic flora and the repair method shown
better results in the yogurt sample during storage. pH and acidity
were determinated at the begining and during the storage period. It
was observed a pH decrease because of the lactic acid production at
the end of shelf-life.

completa o descremada con alto contenido de s6lidos y con
una mezcla simbiética de Streptococcus salivarius ssp
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus (1),
anteriormente denominados Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus bulgaricus, respectivamente.

Actualmente, el yogurt es considerado un alimento
probidtico ya que es elaborado con microorganismos vivos
que tienen un efecto beneficioso en el huésped, por mejorar el
balance microbiano intestinal (2). La condicién de viabilidad
en le tracto intestinal es una de las caracteristicas deseadas
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para que ciertos mircoorganismos sean incluidos en la elabo-
racién de alimentos probiéticos(3).

La norma venezolana COVENIN (2393-86) establece que
las bacterias licticas del yogurt deben permanecer viables y estar
presentes cadaunaen cantidad nomenora 109 ufc/g de producto,
a partir del cuarto dia de fabricacién, hasta la fecha de su
vencimiento, aproximadamente 21 dfas a 5° C. En laelaboracién
de yogurt es de considerable importancia mantener un balance
adecuado de la flora simbiética, estreptococcus y lactobacilos, lo
cual es determinante en la calidad del producto final.

Se ha establecido que la proporcién 1:1 es suficiente para
garantizar un producto con «flavor» y textura deseada (4). La
calidad del yogurt se debe en parte a la actividad de las
bacterias l4cticas, cuyo recuento en producto fresco debe ser
entre 108 -109 ufc/g de producto, pero por efecto de 1a acidez
progresiva,desarrolladadurante el almacenamiento, puede ocurrir
una reduccién de la poblacién, atribuida al «stress» o dafio
subletal, ocasionado por el 4cido lictico ala célulabacteriana(5),
la cual puede quedar incapacitada para desarrollarse en los
medios de cultivo normalmente usados para el recuento, por lo
que se harfa necesario incluir una etapa de recuperacién en la
metodologia de enumeracién de las bacterias lacticas.

En Venezuela, en los tltimos afios, se ha observado para
algunas marcas comerciales, fluctuaciones significativas de la
poblacidn de la flora lctica, que en algunos casos estd por
debajo del criterio establecido en la normativa venezolana
(datos sin publicar). En un intento por relacionar esta pro-
blemadtica nacional y la metodologia oficial, surge el presente
estudio, cuyo objetivo fue evaluar diferentes metodologias y
medios de cultivo para la deteccién y enumeracién de las
bacterias 4cido l4cticas del yogurt, en diferentes etapas, desde
el proceso de fermentacién, hasta el final de la vida-itil del
producto, almacenado a 5°C.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Se utilizaron un total de 90 muestras comerciales
de yogurt firme natural, obtenidas en planta en tres lotes
diferentes de produccién. En cada lote se seleccionaron seis
unidades de 125 gramos para cada uno de los diferentes
tiempos de muestreo, 0y 3 horas del proceso de fermentacién
yalos 4,12y 21 dias de almacenamiento a 5 °C del producto
terminado. Las muestras de yogurt de cada lote de produccién
fueron elaboradas con el cultivo madre (CM) recién preparado,
evaluado en los laboratorios de la planta fabricante, al igual
que las muestras correspondientes a las fases iniciales de
elaboracién del producto; mientras que el estudio del
almacenamiento de las muestras de yogurt (4, 12 y 21 dias a
5°C)serealiz6 en el laboratorio de Microbiologia del Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad
Central de Venezuela.

Preparacion de las muestras: Las muestras de yogurt selec-
cionadas segin el plan de muestreo (O y 3 horasy 4, 12y 21
dfas de almacenamiento) se sometieron a las siguientes condi-
ciones: Sin tratamiento térmico, con tratamiento térmico y
tratamiento térmico més un periodo de recuperacién. Con las
muestras sin tratamiento térmico se prepararon diluciones
seriadas en agua de peptona al 0,1% y se procedi6 arealizar la
siembra en placas de petri. Para las muestras con tratamiento
térmico, se preparé la primera dilucién en Caldo Tripticasa de
Soyay secolocé en bafio de Marfaa 60 °C por 15 minutosy luego
se continué con la preparacién de diluciones seriadas en agua de
peptona al 0,1%. Para el caso del tratamiento térmico mas
recuperacion, la primera dilucién de la muestra, ademds del
calentamiento indicado (60 °C por 15 minutos) se sometié a un
periodo de recuperacién de una hora a temperatura ambiente y
luego se continué con la preparacidn de diluciones seriadas en
agua de peptona al 0,1% y la siembra en placas de petri.

Medios de cultivo: Se utilizaron los medios: De Man Rogosa
Sharp (MRS); el agar diferencial LEE; el agar reforzado para
clostridios (ARC) pH: 5,5 y el medio M17 con B-glicerofosfato,
pH:6,8.

Enumeracion de Bacterias Lacticas

Para el recuento total de las Bacterias Acido Liacticas
(BAL), Estreptococos y Lactobacilos, se utiliz6 el agar MRS,
en el cual crecen ambos microorganismos sin diferencias
apreciables y el medio diferencial Agar LEE que permite la
identificacién de la flora lactica por cambios de color, las
colonias amarillas, se identifican como S. salivarius ssp
thermophilus ylasblancascomo L. delbrueckii spp bulgaricus.

Parael recuento de los estreptococos se utilizé el agar M17
con Beta-glicerofosfato y para los lactobacilos, el ARC. En
ambos casos se utiliz6 la técnica de siembra en profundidad.
La misma técnica se empleé con el MRS y para el agar LEE,
se utiliz6 la técnica de siembra en superficie.

Las placas de agar LEE; MRS y ARC se incubaron a 37 °C
por 48,72 y 96 horas, respectivamente, en condiciones de
anaerobiosis, utilizando la técnica GasPak. Las placas de M 17
se incubaron en aerobiosis por 48 horas. En todos los casos se
verificé lamorfologiadelafloraldcticamediantelacoloracién
Gram.

Analisis Fisico Quimico

Se realizaron mediciones de pH y acidez, expresada como
porcentaje de 4cido l4ctico, tanto al cultivo madre recién
preparado como a las 0 y 3 horas del proceso de fermentacién
y alos 4,12 y 21 dias de almacenamiento del yogurt. El pH se
registré con un potenciémetro, calibrado con buffer pH: 4,0y
7,0 y el porcentaje de 4cido l4ctico se determiné mediante
titulacién de 10 gramos de muestra con NaOH 0,1 N y
fenolftaleina como indicador.
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Tratamiento Estadistico:

Losresultados obtenidos de las réplicas de los tres lotes de
produccién, se procesaron mediante el Andlisis de Varianza
Multifactorial y el andlisis de rango por diferencia minima
significativa (Stat Graphic V. 6,0). Los resultados
microbiol6gicos son reportados en términos de la media
logaritmica del nimero de unidades formadoras de colonias
por gramo de producto (X log ufc/g).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la evaluacién del CM al momento de la
elaboracién del yogurt, fueron : pH de 4,2; acidez titulable de
0,90% de 4cido l4ctico y la poblacién de la flora lctica entre
5-10x 108 ufc/g, a las tres horas de incubacién, lo que refleja
6ptimas condiciones del cultivo madre, por cuanto su activi-
dad medida en términos de pH y acidez y del nimero de
bacterias viables obtenidas, se corresponden con los valores
sugeridos por el fabricante del cultivo l4ctico liofilizado
(CHR, Hansen’s. Dairy Cultures) y con los criterios internos
establecidos en la planta fabricante. Con estos resultados se
puede asumir que el presente estudio se desarrolld sobre las
bases de un producto elaborado bajo un proceso representa-
tivo y controlado, lo que garantiza la presencia de la flora
l4ctica viable sujeta a ser evaluada y cuantificada.

EnlaTabla I se muestran los resultados del Recuento total
de las BAL en agar LEE y MRS; en las Tablas 2 y 3 se
presentan los resultados correspondientes alos recuentos de S.
salivarius spp thermophilus y L. delbrueckii spp bulgaricus,
respectivamente.

TABLA 1
RECUENTO TOTAL DE LAS BACTERIAS ACIDO
LACTICAS (X LOG UFC/G ) EN EL YOGURT DURAN-
TE LA FERMENTACION Y EL ALMACENAMIENTO
A 5 °C UTILIZANDO DOS MEDIOS DE CULTIVO Y
DIFERENTES TRATAMIENTOS EN LAS MUESTRAS

TIEMPO
Fermentacién  Almacenamiento

Ohr 3hr 4dias 12dias 21 dias

Medios/ Tratamientos
LEE
Sin T.T. 6,7 10,5 105 9,7 8,7
ConT.T. 68 95 105 7,9 7.5
RCon T.T.y TR 69 10,5 105 8,7 8,6
S
Sin T.T. 6,1 175 8,8 8,7 7.5
Con T.T. 58 175 8,1 82 7,0
ConTT.y T.R. 6,5 176 8.5 8,5 7,0

T.T.= Tratamiento Térmico (60 °C por 15 min.)
T.R.= Tratamiento de Recuperaci6n (1 hr. en CTS a temperatura
ambiente)

TABLA 2
RECUENTO TOTAL DE STREPTOCOCCUS
SALIVARIUS SSP. THERMOPHILUS (X LOG UFC/G)
EN EL YOGURT DURANTE LA FERMENTACION Y
EL ALMACENAMIENTO A § °C UTILIZANDO DOS
MEDIOS DE CULTIVO Y DIFERENTES
TRATAMIENTOS EN LAS MUESTRAS

TIEMPO
Fermentacién  Almacenamiento

Ohr 3hr 4dfas 12 dfas 21 dias

Medios/ Tratamientos

LEE
Sin T.T. 6,6 10,5 105 93 17,7
Con T.T. 6,7 94 10,5 75 65
ConT.T.y TR. 6,5 10,5 10,5 79 15

M17
Sin T.T. 66 78 83 82 84
Con T.T. 67 7,7 86 81 80

ConT.T.y TR 70 83 86 82 83

T.T.= Tratamiento Térmico (60 °C por 15 min.)
T.R.= Tratamiento de Recuperacién (1 hr. en CTS a temperatura
ambiente)

TABLA 3
RECUENTO TOTAL DE LACTOBACILLUS
DELBRUECKII SSP. BULGARICUS (X LOG UFC/G )
EN EL YOGURT DURANTE LA FERMENTACION Y
EL ALMACENAMIENTO A 5 °C UTILIZANDO DOS
MEDIOS DE CULTIVO Y DIFERENTES
TRATAMIENTOS EN LAS MUESTRAS

TIEMPO
Fermentacién  Almacenamiento
Ohr 3 hr 4dias12dias 21 dias
Medios/ Tratamientos
LEE
Sin T.T. 6,5 10,5 10,5 9,6 8,6
Con T.T. 63 93 105 79 75
ConT.T.y T.R. 69 10,5 10,5 86 8.4
ARC
Sin T.T. 53 79 7.1 15 7,1
ConT.T. 50 178 70 6.5 5,0

ConTT.yT.R. 56 7.1 7,6 1,7 72

T.T.= Tratamiento Térmico (60 °C por 15 min.)
T.R.= Tratamiento de Recuperacién (1 hr. en CTS a temperatura
ambiente)
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Al observar los recuentos obtenidos en el Agar LEE y
MRS (Tabla 1), se nota que en ambos casos la poblacién
lactica se mantuvo viable durante 21 dias de almacenamiento
refrigerado y en nimero mayor a 106 ufe/ g de producto, valor
establecido en la Norma venezolana COVENIN (6). Del trata-
miento estadistico de estos resultados se desprende que hubo una
recuperacién significativamente mayor (p<0,005) en agar LEE
que en MRS. Sin embargo, en ambos medios se observa una
reduccién de la poblacién después del 4° dia de almacenamiento
a5 °C, siendo ésta mds acentuada en el agar LEE.

Conrespectoalrecuentodel S. salivarius ssp thermophilus,
en agar LEE y M 17 (Tabla 2), se aprecia que alos 4 y 12 dias
de almacenamiento de las muestras de yogurt, hay mejor
recuperacién en agar LEE; mientras que a los 21 dias de
almacenamiento, se obtienen mejores recuentos en M17. Atin
cuando el tratamiento estadistico no reflejé diferencias sig-
nificativas (p>0,005) de los recuentos en ambos medios, el
M17 resulté més efectivo para la recuperacién de los
estreptococos, al final del almacenamiento.

En cuanto a los valores obtenidos para el recuento de L.
delbrueckii ssp bulgaricus (Tabla 3) se puede apreciar mejor
recuperacién en el Agar LEE durante el almacenamiento;
mientras que en ARC la poblacién se mantuvo con valores bajos
durante el proceso de fermentacién y el almacenamiento del
yogurt a 5 °C. Estos resultados fueron significativamente dife-
rentes (p<0,005), 1o que denota la poca efectividad del ARC en
la recuperacién de este grupo de microorganismos, ya que se
espera que los lactobacilos estén viables y en nimero mayor que
los estreptococos, al final del almacenamiento, por su condicién
de ser més 4cido tolerante que los estreptococos (7).

Aiin cuando el agar LEE no mostré mejor recuperacion
para los estreptococos al final del almacenamiento, pero si
para los lactobacilos, los resultados reflejan la efectividad del
medio para el recuento total de bacterias lacticas. Es de hacer
notar que al final del almacenamiento se presenta una condicién
de sobreacidificacién del producto, a la cual son sensibles los
estreptococos y por consiguiente mds dificil su deteccién (8).

El recuento en agar LEE se basa en la enumeracién
diferencial delos estreptococos y los lactobacilos, consideran-
do la capacidad fermentiva de ambos microorganismos, ya
que los estreptococos fermentan lactosa y los lactobacilos no
utilizan la sacarosa, por lo que la preparacién del medio
incluye una adecuada combinacién de ambos aziicares (9).

Lamayor recuperacién de las bacterias dcido ldcticas en el
agar LEE puede atribuirse, a la presencia de los dos
azicares, lactosa y sacarosa, asf como a la concentracion final
de los mismos, lo que ejerce un efecto estimulante en el
crecimiento de los estreptococos y lactobacilos (10). Ademds
la presencia de carbonato de calcio en el medio inhibe la
difusién del 4cido, lo cual contribuye a la mayor recuperacién
de estos microorganismos cuando estin presentes en pobla-
ciones mixtas (9).

El agar M17 contiene sélo lactosa y en menor proporcion,
pero en su preparacién se incluye B-glicerofosfato, el cual es

un potente buffer, lo que le confiere al medio mayor
recuperabilidad de los estreptococos en condicién de
sobreacidificacién (11).

Los resuitados estadisticos indican que no hubo efecto
significativo (p>0,005) de los tratamientos aplicados a las
muestras sobre la viabilidad de la flora l4ctica presente en el
yogurt. Sin embargo se aprecia de los datos (Tablas 1,2y 3)
que el tratamiento térmico a 60 °C por 15 minutos, al final del
almacenamiento, afecta negativamente el recuento de la flora
lactica, especificamente a los lactobacilos, el cual alcanza
poblaciones por debajo de 106 ufc/g; mientras que los
estreptococos se ven menos afectados con este tratamiento. El
efecto del tratamiento térmico podria atribuirse a la combi-
nacién de dos factores de daiio a la célula bacteriana, 1a acidez
y el calor aplicado.

Resultados similares reporta Torres (12) en un estudio en
muestras de yogurt con pifia, en los que se observa que en las
muestras sometidas a 60 °C por 30 minutos, después de 10 y
20 dias de almacenamiento, hubo reduccién importante de la
poblacién lactica.

El tratamiento térmico es una condicién establecida en la
Norma venezolana COVENIN (6) con caracter de recomen-
dacién para la enumeracién de las BAL del yogurt; lo cual no
deberia afectarla viabilidad de lafloralactica, por cuanto estos
microorganismos son termdfilos, peroamedidaque transcurre
el tiempo de almacenamiento, las células microbianas sufren
daiios subletales, como consecuencia de la refrigeracién sos-
tenida, la progresiva acidificacion del sustrato, entre otras, 1o
que contribuye a reducir la poblacién de estas bacterias. Por
esta razén se incluyé la etapa de recuperacién después del
tratamiento térmico.

Del andlisis de estos resultados se sugiere la aplicacién del
tratamiento térmico como procedimiento opcional en el caso de
sospechar presenciade floraacompafianteindeseable, ademas de
considerar el periodo de recuperacion de la flora lactica.

En cuanto a efecto del tiempo de almacenamiento sobre
los recuentos de la flora l4ctica se puede asumir de acuerdo a
los resultados estadisticos que hubo un efecto significativo
(p<0,005) del tiempo de almacenamiento del yogurt sobre la
viabilidad y recuperacién de los microrganismos evaluados.
Se observa de los resultados (Tablas 1, 2 y 3) que al final del
proceso de fermentacién (3 horas), los recuentos de la flora
lactica en el agar LEE estdn en el rango de 109 a 1010 ufc/g,
alcanzando valores superiores a 1010 ufc/g al 4° dia de
almacenamiento del producto, a partir de este momento se
inicialareduccién de la poblacién, la cual decae en2 a3 ciclos
logaritmicos, al final del almacenamiento. La reduccién més
drastica se observa para los estreptococos, lo cual es de
esperarse en muestras con mas de 10 dias de almacenamiento,
ya que en este periodo ocurre un mayor descenso de pH que
inhibe el crecimiento de estas bacterias.

Ladindmicade crecimiento de lafloral4ctica (recuentoen
agar LEE) se muestra en la Figura 1, en donde se corrobora lo
expuesto en el parrafo anterior.
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Las variaciones de pH y acidez en el proceso de fermen-
tacién y durante el almacenamiento del yogurt, se presentan en
la Tabla 4. Se observa un aumento progresivo de la concen-
tracién de 4cido ldctico, desde 0,1% hasta 1,19%. El valor de
pH se mantuvo en el rango de 4,2 a 3,8 a partir del 4° dia de
fabricacién, lo que confirma lo reportado por otros autores
para muestras comerciales de yogurt (13). Estos valores po-
drfan correlacionarse con los recuentos obtenidos para
estreptococos y lactobacilos, los primeros dominan el proceso
inicial de fermentacién y los segundos, mds 4cido tolerantes,
son favorecidos a valores de pH por debajo de 5,5.

TABLA 4
VALORES DE ACIDEZ Y pH DEL YOGURT
DURANTE LA FERMENTACION Y EL

ALMACENAMIENTO 5 °C
Tiempo Acidez pH
(% 4cido lactico)
0 hr 0,17 6,5
3hr 0,34 55
4 dias 0,62 4,2
12 dias 1,11 4,0
21 dias 1,19 3,8

Esta condicién se refleja siempre y cuando se mantenga un
adecuado balance de cocos: bacilos, el cual segiin reporta
Tamine y col. (14) debe ser 1:1.

Algunos autores (15) reportan que ciertas combinaciones
de coco: bacilos pueden ser inhibitorias, estimulatorias o
neutras con relacién a la velocidad de produccién de 4cido
lactico, 1o que puede traer como consecuencia yogurtrancio y
sin aroma, en caso de dominar los estreptococos 0 una
sobreacidificacién, si dominan los lactobacilos.

Cabe sefialar, segin resuliados de este estudio, que inde-
pendientemente de los medios de cultivo utilizados, de los
tratamientos aplicados y del tiempo de almacenamiento, la
poblacién de las BAL se mantiene en le niimero establecido
(106 ufc/g), a partir del 4° dia de almacenamiento, lo cual

sugiere que la no deteccién de estas bacterias en muestras
comerciales, obedece a problemas de otra naturaleza, lo que
justifica posteriores investigaciones para determinar las po-
sibles causas que afectan la viabilidad y actividad de la flora
l4cticadel yogurt, considerando entre éstas, las condiciones de
manejo del cultivo liofilizado. Las Bacterias Acido Lacticas
deben mantenerse viables y activas para ejercer su accién
probiética, nutritiva y terapéutica.

CONCLUSIONES

1. El agar LEE fue el mds apropiado para la deteccién y
enumeracién de los estreptococos, lactobacilos y en ge-
neral de las bacterias 4cido l4cticas en el yogurt.

2. En condiciones de sobreacidficacién (final del
almacenamiento del yogurt) el M17 fue el més efectivoen
la enumeracién de los estreptococos.

3. Eltratamiento térmico aplicado a las muestras de yogurt
afect6 negativamente el recuento de la poblacién l4ctica,
especificamente los lactobacilos, al final del
almacenamiento.

4. El tratamiento de recuperacién aplicado fue efectivo en
restablecer lafloraléctica, después del tratamiento térmico.

5. La poblacién ldctica disminuy6 durante el perfodo de
almacenamiento, siendo més evidente la disminucién de
los estreptococos, relaciondndose con la progresiva
acidificaci6n y reduccién de pH en el producto.
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