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RESUMEN

Gonzales, A. 2006. Establecimiento de una curva de acidificacion del yogur Zamorano.
Proyecto de graduacion del programa de ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Escuela
Agricola Panamericana Zamorano, Honduras. 32 p.

El yogur es la leche fermentada por cepas bacterianas de Streptococcus salivarus ssp.
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Por medio del proceso de
fermentacion se desarrolla la acidez del yogur y otras sustancias que le dan las
caracteristicas a este producto. La acidez es uno de los atributos mas importantes en la
calidad del mismo donde se busca obtener un valor de 0.9 — 1.2 % ATECAL. Actualmente
la planta procesadora de lacteos de Zamorano no cuenta con un método que le ayude a
determinar la acidez que el producto llega a alcanzar bajo ciertas condiciones de
temperatura. El objetivo de este estudio fue establecer una curva de acidificacion en la cual
se relaciono la acidez del yogur con el tiempo de incubacion y se determind el efecto de la
temperatura sobre la acidificaciéon. Se tom6 como variable independiente el tiempo (0,1, 2,
2.5,4.5,7.5,9.5,11.5,13.5, 15.5 y 17.5 horas después de la inoculacion) y la covariable fue
la temperatura. La ecuacion de regresion: y = 0.96 + 0.034 t —0.015 T con un R’= 0.8875.
Los datos poseen una correlacion alta positiva con respecto al tiempo de inoculacion
(0.93506). Se determind que la temperatura ejerce efecto sobre la acidificacion, teniendo
una correlacion alta negativa (-0.93045). La validacion de la ecuacion se llevo a cabo
tomando datos a lo largo del procesamiento de 10 tandas de yogur. Se compararon los
valores observados con los pronosticados de las muestras. El andlisis fue verificada con una
prueba t, indicando que no existe diferencia significativa entre los valores pronosticados y
observados (P<0.05).

Palabras clave: ATECAL, bacterias acido lacticas, incubacion, Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus, Streptococcus salivarus ssp. thermophilus.

Luis Fernando Osorio, Ph.D.
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1 DEFINICION DE YOGUR

La definicion de yogur segun el Codigo de Regulaciones Federales (2001) es “Yogur es
la fermentacion de crema, leche o leche desnatada con Lb. bulgaricus y S. thermophilus,
hasta alcanzar 0.9% de acido lactico que puede ser sometido a un tratamiento térmico
después de fermentar para destruir organismos viables y para ampliar su vida util”.

Para que una leche fermentada sea considerada yogur los microorganismos contenidos en
el producto final deben estar viables y presentes en una cantidad de al menos 10’ colonias
por gramo o mililitro. La cantidad de acido lactico no debe ser inferior a 0.7% en el
momento de la venta al consumidor” (Mateos, 2005).

1.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Segtin Mateos (2005), el cultivo para el yogur debe aportar a la leche las bacterias acido
lacticas que son responsables del proceso de acidificacion. La fermentacion del yogur se
debe al trabajo de dos microorganismos Streptococcus y Lactobacillus, que se desarrollan
en simbiosis.

L= e - hezcla de culbvoe

-/ 5. thermophilus

c,.._‘ -/:/‘/‘ -.-—-""'-/

. -—
e . ——

= L._bulzaricus

Desarrollo de acidez en %o 4cido Lactico

o = a & a
Tiempo de incubacion en horas

Figura 1. Simbiosis bacteriana (Mateos, 2005).



Tanto el Streptococcus como el Lactobacillus pertenecen al grupo de las bacterias
lacticas homofermentativas, es decir solo forman indicios de otras sustancias como
diacetilos, acetaldehido, etc. junto con acido lactico que representa del 90 al 97% de la
lactosa fermentada. E1 método de control del cultivo es muy importante en la manufactura
del yogur y es por esta razén que el cultivo madre debe ser mantenido en optimas
condiciones antes de ser inoculado a la leche (Mateos, 2005).

El pH 6ptimo de desarrollo del S. thermophilus es de 6.8 y del Lb. bulgaricus es 6.0; los
primeros alcanzan en una acidez entre 0.85 a 0.95%, mientras que los ultimos llegan a una
acidez de 1.20 a 1.50% (Mateos, 2005).

1.3 FERMENTACION

Segun UPC (1998), la fermentacion o acidificacion esta formada por dos fases: Siembra e
incubacion. La siembra consiste en la inoculacion de las bacterias especificas del yogur,
Lb. bulgaricus y S. thermophilus.

Para evitar problemas de un aporte excesivo de 4cido lactico y de leche cuajada e inclusive
una acidificacion demasiado rapida la cantidad de siembra debe ser de 0.5-1% hasta 5-7 %
considerando la vitalidad de los cultivos y recordando que para tener una acidificacion
uniforme la mezcla de las bacterias en la leche debe ser uniforme (UPC,1998).

Segun Mahaut et al. (2004), “La fase de incubacion corresponde al desarrollo de la acidez
del yogur y depende de dos factores: la temperatura y el tiempo. La temperatura debe
elegirse proxima a la temperatura 6ptima de desarrollo del S. thermophilus, es decir entre
los 42 - 45°C (durante 2 horas 30 minutos), mas que a una temperatura préxima a la 6ptima
del Lb. bulgaricus, 47-50°C ya que es preferible que los Streptococcus inicien la
fermentacion, por otro lado una temperatura entre 42- 45°C asegura una simbiosis Optima.
El objetivo de esta fase es alcanzar un 0.9 % 4acido lactico o pH 4.6”.

Si la leche esta libre de inhibidores, la actividad de microorganismos esta determinada
principalmente por la temperatura de incubacion y la cantidad de indculo agregado.
Mientras mayor sea la diferencia con la temperatura dptima y menor sea la cantidad de
in6culo agregado mayor serd el tiempo de fermentacion (Mundo helado, 2006).

La evolucion de los equilibrios de las poblaciones varia en funcion de las condiciones del
cultivo (pH y temperatura), pero al final de la fermentacion, casi siempre predominan los
streptococcus (Mundo helado, 2006).

Segtin UPC (1998), la fermentacion se puede llevar a cabo a temperatura constante o a
temperatura decreciente. En el segundo caso después de un cierto tiempo de incubacion se
detiene el aporte de calor para que la temperatura vaya descendiendo progresivamente.

Se debe enfriar el producto para terminar el desarrollo de acidez. Se recomienda enfriarlo a
22-24°C ya que a esa temperatura se inhibe el desarrollo de las bacterias (Mundo helado,
2006).
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Figura 2. Produccion de acido lactico durante la fermentacion lactica (Mateos, 2005).
°D = 1 mg. de 4acido lactico en 10 cm > de leche.

En el estudio realizado por Deal et al. en 1999, se determind que tanto la acidez como la
viscosidad del yogur son controladas por la asociacion de las sepas utilizadas para la
fermentacion y por las condiciones experimentales; a su vez la acidificacion es
significativamente influenciada por la temperatura de incubacion, mientras mas alta sea
ésta, menor serd el tiempo necesario para alcanzar la taza de acidificacion méaxima es
decir que un yogur fermentado entre 43 — 45°C acidificara mas rapido que el sometido a
una incubacion entre 35 y 38°C.

1.4 REDUCCION DE TEMPERATURA

Segun Tamime y Robinson (1985), la produccién de yogur es un proceso bioldgico, el
método de congelacion es el mas utilizado para controlar la actividad metabolica de los
cultivos utilizados para la acidificacion.

Por medio de la transferencia de calor el producto debe bajar de 30 - 45°C a menos de
10°C, dicho proceso debe hacerse en el menor tiempo posible para poder controlar la
acidez final del producto.



1.5 PROBLEMAS RELACIONADOS CON LA ACIDIFICACION

Segin Mahaut et al. (2004), algunos de los defectos en aspecto y textura relacionados con
la acidez son:

- Decantacién y sinéresis, que generalmente se deben a una mala fermentacion
(sobre-acidificacion o post-acidificacion), como consecuencia de una temperatura
demasiada elevada o una refrigeracion excesivamente larga.

- Falta de firmeza se produce cuando la proporcion de indculo es muy baja o debido
a condiciones de incubacion inadecuadas por tiempo y/o temperatura insuficientes.

- Textura arenosa, que pude deberse a muchos factores: extracto seco demasiado alto,
tratamiento térmico muy fuerte, homogeneizaciéon a temperatura excesivamente
elevada, acidificacion irregular y también a un batido incorrecto.

Seglin Mahaut et al. (2004), los problemas por alta acidez en el producto se dan por fallas
en el control de la fermentacion o por dosis demasiada elevada, una incubacion muy larga o
muy baja temperatura, por muy lento o poco tiempo de enfriamiento.



2. INTRODUCCION

Segun Bylund (1996), el yogur es la leche fermentada en forma natural; a escala industrial
se realiza anadiendo a la leche una dosis del 3-4% de una combinacién de dos cepas
bacterianas: Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Estos
microorganismos se encargan de convertir la lactosa en 4cido lactico asi también de la
formacion de otras sustancias como &cido acético, diacetilo, acetaldehido y otras
responsables de sabores y aromas reconocidos en el yogur.

Actualmente la planta de Lacteos de Zamorano manufactura 800 litros de yogur batido
semanales los cuales son distribuidos en diferentes supermercados de Tegucigalpa, San
Pedro Sula y puesto de ventas Zamorano donde se tiene una alta demanda ya que existe un
mercado amplio dispuesto a consumir este tipo de productos (Chandi, 2004).

Segtin Chandi (2004), la principal caracteristica para el cliente en la determinacion de la
calidad de un yogur es el sabor del mismo, caracteristica que a su vez estd relacionada con
la acidez del producto.

Se ha observado que la calidad del producto es muy variada en cuanto a consistencia,
textura y acidez debido a un pH bajo (menor a 4.8), tratamiento térmico, homogeneizacion
inadecuada asi como también por cultivos mal seleccionados, temperaturas de incubacion
inadecuadas y mal manejo de almacenamiento siendo las principales causas el método de
incubacion y enfriamiento (Martinez, 2004).

En vista de que el yogur es un producto de consumo masivo es necesario establecer
herramientas que ayuden a determinar estandares para el control de acidez durante el
proceso que garanticen que el producto final cumplird con las especificaciones requeridas
por el consumidor.

El objetivo general de este estudio fue establecer una curva de acidificacion y los objetivos
especificos fueron determinar el efecto de la temperatura y el tiempo sobre el proceso de
acidificacion.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES Y EQUIPO

Los materiales y equipos utilizados para el desarrollo de este proyecto fueron los
siguientes:

3.1.1 Materiales

. Leche pasteurizada entera, homogeneizada y estandarizada al 2.5 %
. Leche en polvo

. Azlcar

. Estabilizador para yogur

. Sorbato de potasio

. Cultivo Lactico: YC- 180 Chr. Hansen® Yo-Flex

Cultivo termoéfilo propagado: Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

3.1.2 Equipo

. Termémetro, Marca Oakton, modelo 35639

. Mezclador de Sélidos, Division of connell rice and sugar Co., Icn Modelo 07- 091

. Balanzas precision 0.01g

. Homogenizador, Marca Gaulyn, modelo 3TPS M3400

. Pasteurizador por tandas ( 200 L de capacidad), con su respectivo agitador Dairy
apparatus and supplies, Marcathe creamy package MFG Company

. Yogos

. Agitador manual
. Vasos plasticos
. Bafio maria

3.1.3 Material de laboratorio.

. Hidréxido de Sodio 0,1N
. Matraz

. Fenolftaleina 1%

. Pipetas



3.2 METODOLOGIA

Se evaluo la acidificacion del yogur mediante pruebas de Acidez Titulable en Forma de
Acido Lactico (ATECAL) a través de todo el proceso de acidificacion.

3.2.1 Datos

Se tomaron aleatoriamente las muestras de yogur a ser evaluadas. Tomando en cuenta que
dentro de la misma tina de bafio Maria los yogos son sometidos a diferentes condiciones
de temperatura. El procedimiento utilizado para la realizacion de la curva de acidificacion
se explica en la Figura 3 y se detalla a continuacion:

M

~ o

10.

11.

Precalentar a 32°C.

Mezclado de ingredientes solidos con la leche entera.

Pasteurizado de leche en el pasteurizador por tandas a 85°C por 30 minutos.
Homogeneizar la leche a 1800 Ib/plg® de presion.

Enfriar la leche a través del enfriador por placas, depositandolo en yogos de 40
litros a 32°C de temperatura aproximadamente.

Atemperar en el bafio Maria hasta 43°C.

Inocular 200 ml del cultivo madre. Realizacion del cultivo madre detallado en la
Figura 4.

Incubar a 45°C, controlar la temperatura constantemente. La primera etapa de toma
de datos se realiz6 midiendo la acidez y temperatura en la primera y segunda hora
después de la inoculacion. Se realiz6 una tercera medicion a dos horas y media
después de iniciada la incubacion hasta que la acidez alcanzara 0.37 — 0.40
ATECAL.

Trasladar los yogos a la camara fria 6 -11 °C. Segunda etapa de toma de datos,
medir la temperatura y tomar una muestra del producto para medir la acidez del
mismo cada 2 horas durante 14 horas.

Adicion de preservante Sorbato de Potasio (60 g/100 Kg. producto) mezclandolo en
todo el producto.

Envasado.



I

Precalentar 32°C

l

Mezclar ingredientes solidos

l

Pasteurizar (85°C por 30 min)

l

Homogenizar (140 kg/cm?)

l

Enfriar 32°C

l

Calentar 43°C

l

Inocular cultivo YC-180

l

Incubar 45°C, toma de datos
primera etapa.

l

Enfriar en camara fria 6- 11°C
Segunda etapa de toma de

datos
J

Adicionar preservante
(60g/100 Kg producto)

{

Envasar

Figura 3. Diagrama para el desarrollo de la curva de acidificacion.



Autoclavar a 121° C 800 ml de
leche entera

I

Inocnlar 2 ¢ de cultreo VC-120

LY
Incubara 35 ° C durante 3 horas

A¥il

Cuardar en refrd geracidn
(4°C) por & horas.

Figura 4. Diagrama para la elaboracion del cultivo madre.

3.2.2 Mediciones durante el analisis
A lo largo del estudio se desarrollaron mediciones de temperatura, acidez y tiempo.

3.2.2.1 Temperatura. Para el desarrollo de la curva de acidificacion el control de la
temperatura jugd un papel determinante. Durante la etapa de incubacion a 45°C fue
necesario mantener un control constante de la temperatura con ayuda del termoémetro laser.

En el periodo de enfriamiento en cdmara fria de 6 — 11°C, se tomo la temperatura del
producto cada 2 horas durante 14 horas.

3.2.2.2 Acidez. Las muestras para la medicion de la acidez fueron tomadas durante la
primera y segunda hora de iniciado el proceso de incubacion a 45°C y una tercera medicion
después de 2 horas y media de iniciado el proceso.

Asi mismo se midié la acidez durante el periodo de enfriamiento en cdmara fria cada 2
horas durante 14 horas.



10

Para la determinacion de la acidez se siguid el método descrito por Revilla (2000),
titulando con Hidroxido de Sodio 0.1N y utilizando Fenolftaleina como indicador,
expresando el resultado en equivalentes de acido lactico.

El procedimiento se detalla a continuacion:

1. Pesar nueve gramos de muestra en un recipiente plastico de fondo blanco.

2. Anadir dos gotas de Fenolftaleina.

3. Titular la muestra con Hidroxido de Sodio, gota por gota, mezclando hasta observar un
color rosado palido.

4. Tomar la lectura de acidez directamente del instrumento de titulacion, restando el valor
inicial del valor final.

3.2.2.3 Tiempo. Las medidas se hicieron tomando el tiempo como constante para esto se
establecieron tiempos de muestreo estandares para todas las repeticiones. El tiempo fue
controlado con un reloj convencional.

3.3 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Se establecio una curva de regresion de la acidificacion del yogur mediante la evaluacion
del efecto de la temperatura y el tiempo en la acidez del producto.

Para la obtencion de datos confiables se hicieron 10 repeticiones, tomando como unidad
experimental 40 litros de leche, obteniendo un total de 400 litros analizados.

Las medidas fueron realizadas siguiendo los tiempos definidos: 0, 1, 2, 2.5, 4.5, 7.5, 9.5,
11.5, 13.5, 15.5 y 17.5 horas después de inocular con 0.5 % del cultivo madre YC-180 de
Chr. Hansen® (S. bulgaricus y Lb. Thermophilus), equivalentes a 10’- 10’ colonias por
gramo.

Las variables analizadas para la curva de acidificacion fueron: El tiempo como variable
independiente, la acidez (ATECAL) como variable dependiente y la temperatura como
covariable.

Se espero obtener una ecuacion de la siguiente forma:
Y= b0+B1X1 +B2 X2 (1)

Se analizaron los datos mediante una prueba t para observar si existen diferencias
significativas entre el valor pronosticado y el real, utilizando un nivel de significancia de
[J=0.05.

Para la verificacion de la curva se determinaron los limites superiores e inferiores tanto de
los datos reales como los pronosticados para observar el comportamiento de dichas curvas
y verificar su ajuste.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DESARROLLO DE LA ECUACION

Con el proposito de establecer la curva de acidificacion para la determinacion de la
acidez del yogur en el transcurso del proceso se tomaron una serie de datos tomando en
cuenta el tiempo, la temperatura y determinando la acidez expresada como porcentaje
de 4cido lactico.

Utilizando los datos se logré obtener la curva de acidificacion formada por las tres
variables evaluadas.

Durante 2.5 horas la temperatura se conservo entre 41.4 — 46.4°C. El enfriamiento se
realiz6 en la camara fria a una temperatura entre 6 — 11°C.

Acidificacion del yogur

50 - T 14
+1.2
g |
g 20 + 1068
Q.
g + 04
- 10 - L o2
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
0 1 2 25 55 75 95 11.513.515517.5
Tiempo (hr)

—=— Temperatura —e— ATECAL

Figura 5. Relacion del tiempo de incubacion de las bacterias acido lacticas con la
temperatura y la formacion de acidez durante el tiempo de incubacion.
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De acuerdo con el analisis existe una relacion directamente proporcional entre el tiempo de
incubacion y la acidificacion del producto, los datos muestran un coeficiente de correlacion
de pearson de 0.93506 indicando que existe una correlacion alta positiva; es decir que a
mayor tiempo de incubacién mayor acidez alcanzard el producto pudiendo llegar a valores
mayores a 1.27 % ATECAL.

Por otro lado se observd que la covariable, temperatura, tiene efecto sobre la acidificacion
del yogur siendo el coeficiente de correlacion de pearson igual a -0.9305, indicando que la
temperatura tiene una correlacion alta negativa con respecto a la acidez del producto.

Se establecio la curva de acidificacion tomando en cuenta los valores de tiempo,
temperatura y acidez (ATECAL) obteniéndose una ecuacion de regresion con R*= 0.8875,
esto indica que los datos tienen un alto ajuste al analisis realizado permitiendo predecir la
acidez a partir de los valores de tiempo y temperatura cuando el proceso se realiza bajo las
mismas condiciones que el presente estudio. La ecuacion de regresion obtenida es:

Y =0.96+0.034 X — 0.015 X, )

La ecuacion muestra a la acidez (Y) como la variable dependiente, el intercepto con un
valor de 0.96 y los coeficientes del tiempo X= 0.034 y la temperatura X;= -0.015. El
tiempo medido en horas y la temperatura en grados centigrados.

Despejando el tiempo (X) de la ecuacion 2, como se muestra en la ecuacion 3, se puede
determinar el tiempo en horas, requerido para alcanzar una acidez de 0.9 - 1.2 % ATECAL.
Durante la etapa de incubacion a 43 - 45°C se alcanza 0.39 % ATECAL en promedio a las
2.5 horas de iniciado este proceso.

La ecuacion despejada de la ecuacion 2, toma en cuenta la temperatura de incubacion a la
que esté siendo sometido el producto y asi se logra obtener un tiempo confiable que
permita controlar la acidez del yogur una vez colocado el producto en la camara fria.

X =(Y +0.015 X; - 0.96)/0.034 (3)

1.2 VERIFICACION

El analisis de la prueba t muestra que no existen diferencias significativas entre el valor
pronosticado y el valor experimental (P = 0.6760). Este valor comprueba que la ecuacion
explica el grado de acidez alcanzado en el producto como resultado del tiempo y
temperatura de incubacion.
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Figura 6. Comparacion de la curva observada con la pronosticada por la ecuacion.
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Figura 7. Limites superior e inferior de la curva pronosticada por la ecuacion.
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Figura 8. Limites superior e inferior de la curva observada.
La grafica muestra el alto grado de ajuste que tienen los datos pronosticados con respecto a
los valores observados en laboratorio.

Tanto los valores observados como los pronosticados se encuentran centrados respecto a
los limites de confianza establecidos.



5. CONCLUSIONES

Se obtuvo una ecuacion que predice la acidez (Y) alcanzada por el yogur a partir del
tiempo (t) y temperatura (T) a la que éste es sometido durante la incubacién. La

ecuacion resultante fue :
Y =0.96 + 0.034 (t)-0.015 (T).

La temperatura como covariable afecta a la acidez del yogur tanto en la primera etapa
de incubacion en caliente como en la segunda llevada a cabo en la cdmara fria.



6. RECOMENDACIONES

Realizar andlisis evaluando la acidez del producto a diferentes temperaturas de
inoculacion e incubacion.

Mantener constante y uniforme la temperatura de la tina de bafio Maria.

Controlar el tiempo a partir de la inoculacion del cultivo.

Dado que se vio un efecto en la acidificacion del yogur marcado por la temperatura de
enfriamiento del mismo, se recomienda controlar la temperatura del cuarto frio y de

esta forma tener un proceso mas estandarizado.

Capacitar al personal de planta en el uso y aplicacion de la ecuacion.
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8. ANEXOS



Anexo 1. Formato de toma de datos.
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