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Resumen

El propésito de esta investigacion fue la elaboracién de yogurt firme con
incorporaciéon de cepas probidticas (Bifidobacterium spp. y Lactobacillus
acidophilus) e inulina. Se utiliz6 leche cruda proveniente de la estaciéon experi-
mental "Santa Maria" —UCV y leche en polvo comercial, para obtener leche
pasteurizada, inulina (Raftiline® HP), cultivos lacticos de Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus y Streptococcus salivarus subsp thermophilus y
cepas probidticas de Bifidobacterium spp. y Lactobacillus acidophilus. Se hi-
cieron tres formulaciones de yogurt: F, = Leche pasteurizada + Cultivo Lactico
+ Cepas Probidticas, F, = Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas
Probiéticas + Inulina, F, = Leche pasteurizada + Cultivo Lactico (Control). La
leche cruda cumpli6 con los requisitos establecidos en la norma COVENIN
(903:93). Los yogures cumplieron con los requisitos microbiolégicos exigidos en
la norma COVENIN (2392:01). La formulacién 2 (probiéticos e inulina), mostré
mayor estabilidad fisicoquimica durante el tiempo de almacenamiento y ade-
mas no presentoé el fenémeno de sinéresis.

Palabras clave: Yogurt, Bifidobacterium spp., Lactobacillus acidophilus,
inulina, estabilidad, leche cruda.

Abstract

The purpose of this work was developing a solid yogurt with probiotic
strains (Bifidobacterium spp. and Lactobacillus acidophilus) and inulin. Raw
milk from the Experimental Station "Santa Maria" - UCV, commercial powdered
milk, to obtain pasteurised milk, inulin (Raftiline® HP), lactic culture of
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Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus and Streptococcus salivarus subsp
thermophilus and probiotic strains used Bifidobacterium spp. and Lactobacillus
acidophilus were used. There formulations of yogut were made: F1=pasteurized
milk + lactic culture + probiotic strains; F2= pasteurized milk + lactic culture +
probiotic strains + inulin; F3= pasteurized milk + lactic culture (control). Raw
milk fulfill with the requirements of COVENIN rules (903:93). In the same
way, yogurts fulfilled with the microbiological standard COVENIN rules
(2392:01). The formulation 2 (probiotics and inulin), showed major
physicochemical stability during storage time and did not show the syneresis
phenomenon.

Key words: Yogurt, Bifidobacterium spp., Lactobacillus acidophilus, inulin,
stability, raw milk.

Introduccion Introduction

El yogurt es un gel de aparien- Yogurt is a gel of viscose
cia viscosa, resultante de la acidifica- appearance, as a result of the microbial
ci6n microbiana de la leche. Intervie- acidification of milk. Lactobacillus
nen en su fermentacién acido lactica delbrueckii subsp bulgaricus y
las bacterias Lactobacillus Streptococcus salivarus subsp
delbrueckii subsp bulgaricus y thermophilus bacteria, takes part of its
Streptococcus salivarus subsp acid lactic fermentation which have to
thermophilus, las cuales deben encon- be in a 1:1 relation for an effective
trarse en relacién 1:1 para una accién symbiotic action (Salvatierra et al.,
simbiética efectiva (Salvatierra et al., 2004). Probiotic yogurt can be an
2004). El yogurt probidtico puede ser attractive to consumers, because the
un atractivo para los consumidores, adding of some probiotic bacteria
porque la incorporacién de ciertas increases its therapeutic value and help
bacterias probidticas incrementan el them to consume nutritional foods with
valor terapéutico del mismo y ayuda additional benefits to health (Hekmat
a los consumidores a ingerir alimen- and Reid, 2006). For the yogurt making,
tos nutricionales que tengan benefi- milk and lactic ferments are required,
cios adicionales a la salud (Hekmat y being important that milk fulfill the
Reid, 2006). Para la elaboracién del requirement of being in optimum
yogurt se requiere leche y fermentos healthy conditions, which it is achieved
lacticos, siendo importante que la le- at the moment of the pasteurization
che cumpla el requisito de estar en process, also, do not need to have
O6ptimas condiciones sanitarias, lo que antibiotics, in order to the lactic
se logra al ser sometida a proceso de fermentation can occurs in an adequate
pasteurizacion, ademas no debe po- way, and to obtain a nutritional product
seer antibidticos, para que pueda ocu- with acceptable physicochemical and
rrir la fermentacion lactica de mane- microbiological characteristics.
ra adecuada, y obtener un producto Between the substances used
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alimenticio con caracteristicas
fisicoquimicas y microbiolégicas acep-
tables.

Entre las sustancias utilizadas
como fuente de fibra dietética de ori-
gen natural, se encuentra la inulina,
la cual ha sido usada para enriquecer
alimentos de facil consumo, como pro-
ductos lacteos y de panificacién, ya
que promueve el crecimiento de
bifidobacterias en el intestino;
microorganismos que son muy sensi-
bles a los factores del ambiente, por
lo tanto su incorporacién a los alimen-
tos, como probidticos o suplemento
dietético de origen microbiano, con
efecto beneficioso para la salud no es
facil. Por esta razén, se ha propuesto
como alternativa la adiciéon del
prebidtico inulina a los alimentos, por
ser una sustancia capaz de estimular
la proliferacién de las bacterias
endbégenas del intestino (Gibson y
Roberfroid, 1995).

La inulina es un fructano u
oligosacarido, cuya estructura basica
consiste de unidades de fructosa uni-
do por un enlaces 3 (2,1); una molécu-
la de glucosa puede estar enlazada al
final de la cadena por un enlace o (1,2)
(Zuleta y Sambucetti, 2001). Debido
a la presencia del enlace glucosidico
B (2,1), la inulina es resiste a la
hidrélisis por las enzimas digestivas
del intestino delgado, siendo rapida-
mente fermentada por las bacterias
del colon, por lo que se considera un
carbohidrato no digerible, estando hoy
clasificada como fibra alimentaria
soluble (Clemens, 2001).

Se ha observado que los
probidticos tienen efectos mas alla del
valor nutritivo del alimento, incluyen-
do la exclusién, antagonismo e inter-
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like dietetic fiber source of natural
origin, it is possible to find inulin,
which have been used to enrich easy-
consumption foods, like dairy and
bakery products, since promotes the
bifidobacteria growth on intestine;
microorganisms that are very
sensitive to environment factors,
therefore, its incorporation to foods,
like probiotics or dietary supplement
of microbial origin, with beneficial
effect to health its not easy, in such a
way that the inulin probiotic addition
to foods have been proposed as
alternative, by being a substance
capable to stimulate the endogenous
bacteria proliferation on intestine
(Gibson and Roberfroid, 1995).

Inulin is a fructan or
oligosaccharide, with a basic
structure of fructose units joined by 3
links (2.1); one mollecule of glucose
can be joined to the end of chain by a
o link (1.2) (Zuleta and Sambucetti,
2001). Because of the 3 glucoside link
(2.1) presence, the inulin is resistant
to hydrolisis by the digestive enzymes
of the thin intestine, being rapidly
fermented by colon bacteria, it is
considered as a no digestible
carbohydrate, being classified like
soluble alimentary fiber (Clemens,
2001).

It has be observed that probiotics
have effects beyond food nutritive
value, by including exclusion,
antagonism and interference with
pathogen microorganisms, the
inmunostimulation and
inmunomodulation, anti-carcinogenic
and anti-mutagenic activities, relief of
lactose intolerance symptoms,
reduction of seric cholesterol, reduction
of arterial pressure, diminish on
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ferencia con microorganismos
patdgenos, la inmunoestimulacién e
inmunomodulacién, actividades
anticarcinogénicas y antimutagénicas,
alivio de los sintomas de intolerancia
a la lactosa, reduccién de colesterol
sérico, reduccion de la presion arterial,
disminucién en la incidencia y dura-
cién de diarrea, prevencion de vaginitis
y mantenimiento de la integridad de
las mucosas entre otras. Otros benefi-
cios incluyen la estimulacién de la sin-
tesis de vitaminas y produccién de
enzimas, estabilizacién de la
microflora, y reduccion del riesgo de
cancer de colon (Berrocal et al., 2002;
Barrante et al., 2004).

Son muchos los microorganismos
utilizados como probidticos tanto en ani-
males como en humanos, incluyendo los
géneros Bifidobacterium, Bacillus,
Streptococcus, Saccharomyces,
Aspergillus, Enterococcus, Pediococcus
y, el mas utilizado de todos el
Lactobacillus. La produccién de yogurt
estd basada en la adicién de fermentos
de Streptococcus salivarius subsp
thermophilus 'y Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus a laleche.
Sin embargo, actualmente se conside-
ra que la introduccién de
microorganismos probiéticos ha permi-
tido, no sélo mejorar la produccion del
yogurt, por disminuir la
postacidificacién, sino también porque
actilan como agente terapéutico, gene-
rando efectos beneficiosos en las perso-
nas que los ingieren (Barrante et al.,
2004; Demirer et al., 2006).

No hay acuerdos generales en
cuanto a la concentracién minima ne-
cesaria del probidtico para alcanzar
ventajas terapéuticas. Algunos inves-
tigadores sugieren niveles de concen-

diarrhea incidence and duration,
vaginitis prevention and maintenance
of mucoses integrity, among others.
Other benefits includes the vitamins
synthesis stimulation and enzymes
production, microflora stabilization,
and risk reduction of colon cancer
(Berrocal et al., 2002; Barrante et al.,
2004).

There are many microorganisms
used like probiotics, as well in animals

as in humans, by including
Bifidobacterium, Bacillus,
Streptococcus, Saccharomyces,
Aspergillus, Enterococcus,

Pediococcus and, the more used,
Lactobacillus genre. Yogurt making
is based on the ferment addition of
Streptococcus salivarius subsp
thermophilus and Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus to milk.
Nevertheless, nowadays the
introduction of probiotics
microorganisms have permitted not
only improve the yogurt production,
because the post-acidification, but
also, they acts like therapeutic agent,
by generating beneficial effects in
people who consumes them (Barrante
et al., 2004; Demirer et al., 2006).
There is no general agreements in
relation to the required probiotic
minimum concentration to reach
therapeutical advantages. Some
researchers suggest concentration levels
superior to 10-%ufc/ml, other agreed
concentrations superior to 10-"ufe/ml and
10-8ufe/ml like satisfactory levels
(Kailasapathy and Rybka, 1997,
Lourens-Hattingh and Viljeon, 2001,
Kurmann and Rasic, 1991).
Probiotics yogurt formulation
improves the Lactobacillus
acidophilus and L. casei viability in
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tracién mayores a 10-%ufc/ml, otros es-
tipulan concentraciones mayores a 10
Tufe/ml y 10-%ufe/ml como niveles satis-
factorios (Kailasapathy y Rybka, 1997;
Lourens-Hattingh y Viljeon, 2001,
Kurmann y Rasic, 1991).

La formulacién del yogurt con
prebidticos mejora la viabilidad del
Lactobacillus acidophilus y del L.
casei, en el yogurt durante su alma-
cenamiento refrigerado, especialmen-
te en presencia de la inulina. Se ha
demostrado que este polisacarido es
mejor estimulante del crecimiento del
probiético que el almidén de maiz;
pues bajas concentraciones de la mis-
ma son suficientes para estimular el
crecimiento y conservar la viabilidad
de los organismos probidticos en el
yogurt, ademds de causar un incre-
mento de la viscosidad a diferencia del
almidén de maiz (Donkor et al., 2007).

Staffolo et al. (2004) reportaron
que en yogurt con inulina se mantu-
vo estable el color y la actividad de
agua; ademas no experimenté sinére-
sis durante el almacenamiento, y se-
nalaron que las cualidades sensoria-
les en este yogurt, no eran percepti-
blemente diferentes de las cualidades
sensoriales del yogurt control y de los
yogures que contenian otras fibras
como trigo o bambu. Igualmente
Seydin et al., (2005) encontraron en
yogures que contenian inulina un
buen sabor y una textura lisa.

En productos lacteos fermenta-
dos, se ha encontrado que la dismi-
nucién del pH es incrementado con la
adicién de inulina, la proporcién de
grasas de la leche y el cultivo inicia-
dor (Hardi y Slacanac, 2000). Sin
embargo, Guven et al., (2005) sefiala-
ron que la inulina no afecté el pH ni
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yogurt during its frozen storage,
especially in the inulin presence. It
has been determined that this
polysaccharide is a better stimulating
of probiotic growth than corn starch;
because low concentrations are
enough to stimuli growth and preser-
ve the viability of probiotic organisms
in yogurt, besides of causing an
increase on viscosity unlike the corn
starch (Donkor et al., 2007).

Staffolo et al. (2004) reported
that in yogurt with inulin, color and
water activity kept stable; also, it did
not experimented syneresis during
storage, and they reported that sen-
sorial qualities in this yogurt, there
were not perceptibly different of sen-
sorial qualities of the control yogurt
and those having other fibers like
wheat or bambu. In the same way,
Seydin et al., (2005) found in those
having inulin a good taste and a
smooth texture.

In fermented dairy products, the
pH decrease is increased with the
inulin addition, the milk fatty
proportion and the beginner crop
(Hardi and Slacanac, 2000). However,
Guven et al., (2005) reported that
inulin did not affect pH nor the
titrable acidity in non-fat yogurt; in
the same way Staffolo et al. (2004)
established that in yogurt with inulin,
pH remained without any changes.

De Oliveira et al. (2005), said
that in soja yogurts supplemented
with probiotic strains (Lactobacillus
bulgaricus and Streptococcus
thermophilus) and inulin showed
higher viscosity, cohesivity,
adhesivity, and to the lower hardness
in comparison to those no
supplemented. Additionally, yogurt
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la acidez titulable en yogurt sin gra-
sa; deigual forma Staffolo et al. (2004)
indicaron que en yogurt con inulina
el pH se mantuvo sin cambios.

De Oliveira et al. (2005), comen-
tan que en yogures de soya suplemen-
tados con cepas probidticas
(Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus) e inulina
presentaron mayor viscosidad,
cohesividad, adhesividad, y la menor
dureza en comparacién con los no su-
plementados. Adicionalmente, el yogurt
suplementado presenté una buena
aceptacién del consumidor, por lo que
recomiendan el uso de probidticos e
inulina para la formulacién de yogures
o alimentos en general.

Maragkoudakis et al. (2006), al
trabajar con diferentes niveles de
inéculos (1 y 2%) de cepas probidticas
de Lactobacillus y temperaturas de
incubacién (37 y 42°C), en la formula-
cién de yogurt, concluyeron que a ma-
yor temperatura y mayor nivel de
inéculo, se presentan las mejores pro-
piedades fisicoquimicas y sensoriales
del yogurt probiético, almacenado por
14 dias.

En base a lo anteriormente ci-
tado, el objetivo del presente estudio
fue elaborar un yogurt firme con ce-
pas probidticas (Bifidobacterium spp.
y Lactobacillus acidophilus) e inulina,
y su evaluacién fisicoquimica y
microbiolégica durante 21 dias de al-
macenamiento a 4°C.

Materiales y métodos

Se utilizo6 leche cruda proveniente
de la estacién experimental "Santa Ma-
ria", ademas de leche en polvo completa
de marca comercial, para la elaboracién
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supplemented showed a good
consumer acceptance, the use of
probiotics and inulin is recommend for
yogurts formulation or in general
foods.

Maragkoudakis et al. (2006),
when working with different
inoculum levels (1 and 2%) of probiotic
strains of Lactobacillus and
incubation temperatures (37 and
42°C), in yogurt formulation,
concluded that when temperature and
inoculum level are higher, the best
physicochemical and sensorial
properties of probiotic yogurt at 14
storage days are shown.

The objective of this research
was to make a solid yogurt with
probiotic strains (Bifidobacterium
spp. and Lactobacillus acidophilus)
and inulin, and its physicochemical
and microbiological evaluation during
21 storage days to 4°C.

Materials and methods

Raw milk from the experimen-
tal station "Santa Maria", besides of
complete milk of a commercial mark,
for making pasteurized milk. Lactic
ferments: a) Lactic culture:
Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus and Streptococcus
salivarus subsp thermophilus strains
and b) probiotic strains:
Bifidobacterium and Lactobacillus
acidophilus strains and inulin
(Raftiline® HP) mark ORAFTI.
Research was carried out in
microbiology section of the Chemical
Institute of the Agronomy Faculty —
UCV. Three formulations were done
by triplicate, which are detailed as
follows:



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2009, 26: 223-242

de leche pasteurizada. Fermentos
lacticos: a) Cultivo lactico: cepas de
Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus y Streptococcus salivarus
subsp thermophilus, y b) cepas
probidticas: cepas de Bifidobacterium 'y
Lactobacillus acidophilus, e inulina
(Raftiline® HP) marca ORAFTI. La in-
vestigacion se realizé en la seccién de
microbiologia del Instituto de Quimica
de la Facultad de Agronomia —UCV. Se
realizaron por triplicado tres (03)
formulaciones, las cuales se detallan a
continuacién, y aparecen en el cuadro 1:

F, = Leche pasteurizada + Cul-
tivo Lactico + Cepas Probiéticas

F,= Leche pasteurizada + Cul-
tivo Lactico + Cepas Probidticas +
Inulina

F, = Leche pasteurizada + Cul-
tivo Lactico (Control)

Analisis quimicos:

Acidez titulable: COVENIN
(658: 97).

pH: Se llev6 a cabo mediante un
pHmetro marca Standard modelo
PHM 62 con un electrodo de vidrio.

Analisis fisicos:

Viscosidad: Se utilizé un
viscosimetro rotacional de Brookfield

F, = Pasteurized milk + Lactic
culture + probiotic strains

F, = Pasteurized milk + Lactic
culture + Probiotic strains + Inulin

F, = Pasteurized milk + Lactic
culture (Control)

Chemical analysis:

Titrable acidity: COVENIN
(658: 97).

pH: It was carried out by a
pHmeter mark Standard model PHM
62 with a glass electrode.

Physical analysis:

Viscosity: A  Brookfield
rotational viscosimeter of LVT model,
4 needles and rotation speed of 30
rpm.

Syneresis: It was done through
methodology described by Staffolo et
al., (2004).

Microbiological analysis to
the raw milk:

Recount of total coliforms:
COVENIN (3339:97).

Recount of mesophilous aerobia
bacteria: COVENIN (902:87).

Recount of mildews and yeast:
Interpretation guide 3M Petrifilm
yeast and mildews (http://
multimedia.mmm.com/mws/media

Cuadro 1. Formulaciones del yogurt firme.

Table 1. Solid yogurt formulations.

Ingredientes (%p/v) F

F F

1 2 3
Leche en polvo 5,00 5,00 5,00
Fermentos lacticos 0,004 0,004 0,004
Inulina 0 3 0

F, = Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas
F,= Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas + Inulina
F, = Leche pasteurizada + Cultivo Léctico (Control)
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Modelo LVT aguja 4 y velocidad de
rotaciéon 30 rpm.

Sinéresis: Se realiz6 mediante
metodologia descrita por Staffolo et
al., (2004).

Analisis microbiolégicos a la
leche cruda:

Recuento de coliformes totales:
COVENIN (3339:97).

Recuento de bacterias aerobias
mesofilas: COVENIN (902:87).

Recuento de mohos y levaduras:
Guia de Interpretacion 3M Petrifilm
Levaduras y Mohos disponible en:
http:/multimedia.mmm.com/mws/m
ediawebserver.dyn?66666
60Zjcf61Vs6 EVs66SCfsCOrrrrQ-)

Analisis estadistico:

Se realiz6 un disefio completamen-
te aleatorizado, en el cual se aplic6 un
analisis de varianza, para establecer si
existen diferencias significativas entre
las variables quimicas determinadas en
los lotes de leche cruda utilizados en la
elaboracion del yogurt, ademads se reali-
76 una prueba de medias de Tukey (0. =
0,05). En el caso de las variables
fisicoquimicas del yogurt, también se
utilizé un disefio completamente alea-
torio, con un arreglo factorial (3 x 4), rea-
lizando tres (03) formulaciones con tres
repeticiones, en cuatro (4) tiempos de al-
macenamiento (0, 7, 15 y 21 dias), dan-
do un total de 12 tratamientos. Se reali-
z6 un analisis descriptivo de las varia-
bles fisicoquimicas, y un andlisis de
varianza, seguido de una prueba de com-
paracién de medias de Tukey (o0 = 0,05)
(SAS, 1989).

Resultados y discusion

Caracterizacién quimica y
microbiolégica de la leche cruda:
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webserver.dyn?66666607%Z
jcf61Vs6 EVs66SCfsCOrrrrQ-

Statistical analysis:

A complete at random design
was applied to determine significant
differences between chemical varia-
bles determined in raw milk batch
used in yogurt elaboration. In case of
physicochemical variables of yogurt,
a complete at random design was also
used, but with a factorial
arrangement (3 x 4), by giving a total
of 36 treatments, wit three (3)
fabrication processes for each
formulation in four (4) storage times
(0, 7, 15 and 21 days). A descriptive
analysis of physicochemical variables
was done, and a variance analysis,
followed by a Tuckey mean
comparison test (o = 0.05).

Results and discussion

Chemical and
microbiological characterization
of raw milk

In table 2, the pH and acidity of
raw milk used in the three making
processes of yogurts is observed. Both
variables are within rank established
by COVENIN rules (903:83), for this
type of product.

In table 3, the mean values of
total coliforms and mesophyllous
aerobia of raw milk used are shown,
it was observed that this milk fullfil
with microbiological requirements of
COVENIN rule (903:83).

Solid yogurt formulation
with prebiotics strains and inulin

Process was accomplished by
following the technological scheme
that is showed in figure 1. An
incubation time of 4 hours was
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En el cuadro 2, se observan los
valores de pH y acidez de la leche cru-
da utilizada en los tres procesos de
fabricaciéon de los yogures. Ambas
variables estan dentro del rango es-
tablecido por la Norma COVENIN
(903:83), para este tipo de producto.

En el cuadro 3, se muestran los
valores promedios de coliformes tota-
les y aerobios meséfilos de la leche
cruda usada, se observo que esta le-
che cumple con los requisitos
microbiolégicos establecidos en la
Norma COVENIN (903:83).

Formulaciéon de yogurt fir-
me con cepas prebidticas e
inulina:

El proceso se llevd a cabo bajo el
esquema tecnoldgico que se indica en
la figura 1. Se establecié un tiempo
de incubacién de 4 horas, porque los
fermentos lacticos utilizados en la for-
mulacién de los yogures (cuadro 1),
provienen de un cultivo madre. En las
formulaciones 1 y 2 se utilizaron ce-
pas probidticas y cultivo lactico bajo
la denominacién comercial "EZAL MY
B102 (1%)", y en la formulacién 3 (con-
trol), se utilizé cepas de cultivo lacti-
co denominadas "Yo FLEX — 380

established because lactic ferments
used in yogurts formulation (table 1)
comes from a mother culture. In
formulations 1 and 2 probiotic strains
and and lactic culture were used
under commercial denomination
"EZAL MY B102 (1%)", and with
formulation 3 (control), lactic culture
strains called "Yo FLEX-380 (3%)"
were used. Pasteurization was carried
out al laboratory level, plastic bottles
of 250 ml were used, and they were
done inside of a natural enviroment.

Yogurts physicochemical
and microbiological
characterization during storage

In table 4, initial values and
during pH maintenance, acidity and
viscosity of different yogurts are
shown. Initial values of pH (4.07- 4.64)
for yogurts done are similar to those
reported in this type of product, by
other authors (Xanthopoulos et al.,
2001; Bricenio et al., 2001; Blanco et
al., 2006; Pérez, 2005; De Oliveira et
al., 2005; Maragkoudakis et al., 2006;
Ramirez, 2007), who said that the
characteristic pH of yogurt is between
3.8 and 4.5.

At 21 storage days a pH

Cuadro 2. Valores de pH y acidez de la leche usada en la elaboracion

de yogur firme.

Table 2. pH values and acidity of milk used in the solid yogurt

elaboration.
Lote pH Acidez mLL NaOH 0,1 N/100 mL de leche
1 6,60 + 7,07 x103# 14,99 + 0,252
2 6,62 + 7,07 x103# 14,93 + 0,172
3 6,56 + 7,07 x103? 16,44 + 0,912

Letras distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Cuadro 3. Valores promedios de coliformes totales y aerobios mesofilos
en la leche utilizada para la elaboracion de yogur firme.

Table 3. Mean values of total coliforms and aerobia mesophilous of
milk used for the yogurt making.

Lote Coliformes totales (ufc/ml) Aerobios mesoéfilos (ufc/ml)
1 4,6 x 10° 1,95 x 103
2 5,4x 102 3,4x10°
3 6,0 x 103 4,9x 10°

4—| Adicién de leche en polvo

Homogenizacion

Tratamiento térmico

(90°C x 5 min)

H Adicién o no de inulina

Inoculacién con cultivos lacticos

l

| Incubaciéna43°C x 4 h |

Enfriamiento<7°C

| Almacenamiento refrigerado (4°C) |

Figura 1. Esquema para la elaboracion de yogurt firme.

Figure 1. Yogurt making schema.
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(3%)". La pasteurizacion se realizé a
nivel de laboratorio, los envases utili-
zados fueron vasos plasticos de 250
ml, y realizados en ambiente natural.

Caracterizacion fisicoqui-
mica y microbiolégica de los yo-
gures elaborados durante el al-
macenamiento:

En el cuadro 4, se presentan los
valores iniciales y durante el almace-
namiento de pH, acidez y viscosidad de
los diferentes yogures elaborados. Los
valores iniciales de pH (4,07- 4,64) para
los yogures elaborados son similares a
los reportados en este tipo de producto,
por otros autores (Xanthopoulos et al.,
2001; Briceno et al., 2001; Blanco et al.,
2006; Pérez, 2005; De Oliveira et al.,
2005; Maragkoudakis et al., 2006;
Ramirez, 2007), quienes sefialan que el
pH caracteristico del yogurt esta entre
3,8y 4,5.

A los 21 dias de almacenamien-
to se observé una disminucién del pH
en las tres formulaciones (F,= 4,33;
F,=4,27, F,= 3,91), lo cual puede atri-
buirse a que durante el almacena-
miento refrigerado ocurre una activi-
dad microbiana residual tal como lo
senalan Lubbers et al. (2004), en yo-
gures almacenados durante 28 dias
bajo refrigeracién, lo que afecta el pH.
Los valores de pH para cada tiempo
de almacenamiento, no presentan di-
ferencias estadisticamente significa-
tivas entre las formulaciones. Se ob-
servo que en las formulaciones 1y 2,
los valores de pH siempre fueron ma-
yores que los del yogurt control, lo que
pareciera indicar que con las cepas
probidticas se obtienen yogures me-
nos éacidos, ademés las cepas
probidticas utilizadas, no contribuye-
ron con la disminucién de la
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decrease was observed in the three
formulations (F,= 4.33; F,= 4.27; F =
3.91), which can be attributed that
during frozen storage occurs a resi-
dual microbial activity as reported by
Lubbers et al. (2004), in stored yogurts
during 28 days at refrigeration, that
affect pH. pH values for each storage
time, did not show significant
statistically differences between
formulations. In formulations 1 and
2, pH values observed always were
superior to those of control, which
would show that with probiotic
strains, less acids yogurts, also,
probiotics strains used did not
contribute with product post-
acidification during refrigerated
storage, which is opposite to those
established by several authors
(Barrante et al., 2004; Heller, 2001;
Lourens-Hatting and Viljeon, 2001;
Scherezenmeir and de Vrese, 2001;
Shah, 2000). During 21 refrigerated
storage, formulations 1 and 3 did not
show significant statistically
differences, but formulation 2 did it;
this could be due to the inulin addition
in fermented lactic products takes a
pH decrease, like those reported by
other authors (Hardi and Slacanac,
2000; Lubbers et al., 2004; De Oliveira
et al., 2005; Maragkoudakis et al.,
2006; Ramirez, 2007).

In relation to acidity, it is
observed that during 21 refrigerated
storage days did not show significant
statistically differences in
formulations. Nevertheless, it is
possible that at 7 days there is
significant statistically differences
between three formulations, this
could be due to lactic bacteria are
stabilized between 10 and 15
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Cuadro 4. Cambios en el pH, acidez (% de acido lactico) y viscosidad
(cps) en los yogures durante 21 dias de almacenamiento.

Table 4. pH changes, acidity (% of lactic acid) and viscosity (cps) in

yogurts during 21 storage days.

Yogurt Dias de pH Acidez Viscosidad
almacenamiento
F, 4,64 + 0,09 1,02 £ 0,244 6600 + 147334
F, 0 4,61 +0,15* 1,03 +£0,26°4 6667 + 135128
F, 4,07 0,14 1,23 £ 0,374 9767 + 1604
F, 4,45+ 0,162 1,01 £0,15* 7383 + 122224
F, 7 4,39 +0,07*48 1,33 £ 0,104 9667 + 7298
F, 3,96 + 0,07" 1,62 + 0,234 7450 + 68728
F, 4,37 + 0,224 1,15 + 0,264 7567 + 256
F, 15 4,40 0,058 1,41+0,33" 11650 = 6144
F, 4,06 = 0,26 1,79 £ 0,204 9517 + 404"
F, 4,33 +£ 0,084 1,36 + 0,154 7833 + 8894
F, 21 4,27 + 0,058 1,37 +0,25°4 11717 + 16004
F 3,91+ 0,19 1,35 +0,2284 5633 £ 11598

Letras mintsculas distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significati-
vas (P<0,05), en los tratamientos para un mismo tiempo.

Letras mayusculas distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significati-
vas (P<0,05), en un tratamiento para los diferentes tiempos.

F = Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas

F,= Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas + Inulina

F, = Leche pasteurizada + Cultivo Léctico (Control).

postacidificacion del producto duran-
te el almacenamiento refrigerado, lo
cual es contrario a los planteando por
varios autores (Barrante et al., 2004;
Heller, 2001; Lourens-Hatting y
Viljeon, 2001; Scherezenmeir y de
Vrese, 2001; Shah, 2000). Durante los
21 dias de almacenamiento refrigera-
do, los formulaciones 1 y 3 no presen-
tan diferencias estadisticamente sig-
nificativas, pero si la formulacién 2,
esto se pudiera deber a que la adicion
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incubation days (De Penna et al.,
2003). Processed yogurts shows
acidity values of 1.01 to 1.79% of lactic
acid, by carrying out with the criteria
establish in COVENIN norm
(2393:01). Also, this values are simi-
lar to those reported by other authors
(Bricenio et al., 2001; Ramirez, 2007).
The acidity initial values are between
1.02 and 1.23% and ends between 1.35
and 1.37%, and even this increase is
not significant, is possibly because
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de inulina en productos lacteos fer-
mentados conlleva a una disminucién
de pH, como lo han reportado otros
autores (Hardi y Slacanac, 2000;
Lubbers et al., 2004; De Oliveira et
al., 2005; Maragkoudakis et al., 2006;
Ramirez, 2007).

Con respecto a la acidez, se ob-
serva que durante los 21 dias de al-
macenamiento refrigerado no hubo
diferencias estadisticamente signifi-
cativas en las formulaciones. Sin em-
bargo cabe sefialar que a los 7 dias si
hay diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre las tres
formulaciones, esto se puede deber a
que las bacterias lacticas se
estabilizan entre los 10 y 15 dias de
incubacién (De Penna et al., 2003). Los
yogures elaborados presentan valores
de acidez de 1,01 a 1,79% de acido lac-
tico, cumpliendo con el criterio esta-
blecido en la norma COVENIN
(2393:01). Ademaés son similares a los
valores reportados por otros autores
(Briceno et al., 2001; Ramirez, 2007).
Los valores iniciales de acidez se en-
cuentran entre 1,02 y 1,23% y finali-
zan entre 1,35y 1,37%, y aunque este
aumento no es significativo, puede ser
debido al hecho que atn bajo condi-
ciones de refrigeracién continta la
produccién de acidez por los cultivos
iniciadores que siguen fermentando la
lactosa presente (Xanthopoulos et al.,
2001). En este sentido Adam y Moss
(1997), sennalan que el almacenamien-
to bajo refrigeracién detiene el creci-
miento de los microorganismos del
cultivo iniciador, sin embargo la aci-
dez contintia aumentando lentamen-
te, por la actividad residual de las
bacterias acidolacticas.

En los valores de viscosidad de
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even under frozen conditions, the
acidity production by the beginners
cultures continues that through
lactose fermentation (Xanthopoulos et
al., 2001). Adam and Moss (1997),
says that refrigeration storage stop
the microorganisms growth of
beginner culture, however, acidity
slowly continues increasing, because
the residual activity of acidolactic
bacteria.

In the viscosity values of yogurts
during storage, statistically
significant differences are shown in
the formulations 2 and 3, in contrast
to the formulation 1, with a tendency
to be increased in formulations 1 and
2, and with a decrease on formulation
3. Viscosity variation in this last
formulation, could be related to pH
changes observed in this formulation,
as reported by Wong (1995), who
pointed out that gel viscosity
decreases with acid pH, because
proteins are solubilized to low pH.
Formulation 2 shows the high mean
value of viscosity during storage,
which indicates that the inulin
incorporation to yogurt have a
positive influence in its viscosity, by
being this validated by Kip et al.
(2006) and Ramirez (2007) who report
that inulin incorporation affect yogurt
viscosity, because it has a high
capacity for water retention, acting
like a thickening agent that form
complexes via hydrogen bridges with
yogurt proteins. Processed yogurts
showed a higher viscosity in
comparison to those reported by
Staffolo et al. (2004) (940-980 cps) and
Lubbers et al. (2004) (670-780 cps);
and inferior to those reported by De
Oliveira et al. (2005) (21000 cps),
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los yogures durante el almacenamien-
to, se presentan diferencias
estadisticamente significativas en las
formulaciones 2 y 3, no asi en la for-
mulacién 1, tendiendo a aumentar en
las formulaciones 1y 2, pero a dismi-
nuir en la formulacién 3. La variacién
de la viscosidad en esta ultima formu-
lacién, puede estar asociada a los cam-
bios de pH observados en esta formu-
lacién, tal como lo indica Wong (1995),
quien plantea que la viscosidad del gel
disminuye con los pH acidos, dado que
las proteinas se solubilizan a pH ba-
jos. La formulacién 2 presenta el ma-
yor valor promedio de viscosidad du-
rante el almacenamiento, lo cual in-
dica que la incorporacién de inulina
al yogurt influye de manera positiva
en su viscosidad, siendo esto valida-
do por Kip et al. (2006) y Ramirez
(2007) quienes reportan que la incor-
poracion de inulina afecta la viscosi-
dad del yogurt, por tener una alta ca-
pacidad de retencién de agua, actuan-
do asi como un espesante que forma
complejos via puentes de hidrégeno
con las proteinas del yogurt. Los yo-
gures elaborados presentaron una
mayor viscosidad en comparacion a la
reportada por Staffolo et al. (2004)
(940-980 cps) y Lubbers et al. (2004)
(670-780 cps); e inferior a la sefialada
por De Oliveira et al. (2005) (21000
cps), Maragkoudakis et al. (2006)
(188500-307500 cps) y Donkor et al.
(2007) (30450-82050 cps).

Sinéresis del Yogurt:

No se observaron diferencias
estadisticamente significativas, en los
valores de sinéresis en las tres
formulaciones (cuadro 5). En la formu-
lacién 2, no se observé este fendémeno
quizés debido a la incorporacién de
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Maragkoudakis et al. (2006) (188500-
307500 cps) and Donkor et al. (2007)
(30450-82050 cps).

Yogurt syneresis:

Statistically significant
differences were not observed in
syneresis values in the three
formulations (table 5). In formulation
2, this phenomemon was not observed
perhaps because the inulin
incorporation. Kip et al. (2006),
establish that inulin is an agent with
water absorpton capacity, besides of
acting like a thickener agent. Staffolo
et al. (2004), noticed that this same
behavior in yogurts processed with
different types of fiber (apple, bamboo,
wheat and inulin) to a concentration
of 1.30%. Ramirez (2007) also
detached that any of yogurts
processed with different inulin levels
showed syneresis during 21 days of
refrigerated storage, probably by the
capacity of water retention of this
polysaccharide. This phenomenom in
yogurt is so important because the
exudate presence is a reject factor by
consumer.

Microbiological evaluation
of yogurt:

In table 6, the microbiological
evaluation results carried out in
yogurts 0 and 21 days of refrigerated
storage are observed. All the
processed yogurts fulfill with
microbiological requirements
established in COVENIN rule
(2393:01), that in case of mildews and
yeasts have to be among 10 and 100
ufe/ml and to coliforms, it has to be
among 4 and 11 ufe/ml, this could be
attributed to the adequate milk
pasteurization, and the use of lactic
ferments coming from a mother
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inulina. Kip et al. (2006), plantean que
la inulina es un agente con capacidad
de absorcién de agua, ademas de ac-
tuar como un espesante. Staffolo et al.
(2004), notaron este mismo comporta-
miento en yogures elaborados con di-
ferentes tipos de fibra (manzana, bam-
b1, trigo e inulina) a una concentra-
ci6én de 1,30%. Igualmente Ramirez
(2007) senal6 que ninguno de los yo-
gures elaborados con distintos niveles
de inulina presenté sinéresis durante
21 dias de almacenamiento refrigera-
do, probablemente por la capacidad de
retencion de agua de este polisacarido.
Este fendmeno en el yogurt es de suma
importancia, porque la presencia de
exudado es un factor de rechazo por
parte del consumidor.

Evaluacién Microbiolégica

del Yogurt:
En el cuadro 6, se observan los
resultados de la evaluacién

microbiolégica realizada en los yogu-
res alos 0y 21 dias de almacenamien-
to refrigerado. Todos los yogures ela-
borados cumplen con los requisitos
microbiolégicos establecidos en la nor-
ma COVENIN (2393:01), que para el
caso de mohos y levaduras debe estar
entre 10 y 100 ufe/mly para coliformes
entre 4 y 11 ufe/ml, esto puede atri-
buirse a la adecuada pasteurizacién
de la leche, el y al uso de fermentos
lacticos provenientes de un cultivo
madre, lo cual garantiza un producto
de buena calidad. Por otra parte las
condiciones de almacenamiento ga-
rantizaron la estabilidad
microbiolégica de los yogures elabo-
rados. Los yogures formulados no pre-
sentaron coliformes totales lo que in-
dica la adecuada calidad higiénica con
que fueron elaborados. Adams y Moss
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culture, which guarantee a good
quality product. On the other hand,
the storage conditions guarantee the
microbiological stabilization of
procesed yogurts. The formulated
yogurts did not show total coliforms
which indicates its adequated
hygienical quality. Adams and Moss
(1997), says that coliforms
microorganisms are not acidoduricos,
so, they are not able to resist low pH
and high values of lactic acid,
conditions that are produced in
yogurts during its storage, because
the acidolactic bacteria behave like
inhibitors of other microorganisms
and this behavior is the base of its
capacity to improve the quality and
harmlessness of many harmlessness
products, being a factor that
cooperates in this, lactic acid
production that takes to a decrease
on pH, the nutrients exhaustion and
the low redox potential. In general,
fermented dairy products are free of
pathogens and probiotic strains in
processed yogurt seems to increase
the inhibitory effect of this product on
several pathogen bacteria (Berrocal et
al., 2002; Aryana and McGrew, 2007).
In the same way, De Oliveira et al.,
(2005), reported that there was not
mildews and yeasts presence, total
and fecal coliforms in yogurts during
28 storage days, because the viability
of lactic bacteria protect to product of
pathogen microorganisms.

Conclusions

A solid yogurt with probiotic
microorganisms strains and inulin
can be prepared, through a simple and
repeatable procedure, which even
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Cuadro 5. Valores de sinéresis en los yogures a los 21 dias de

almacenamiento.

Table 5. Yogurt syneresis values at the 21 storage days.

Yogurt Sinéresis (%)
F, 1,74 + 1,602
F, 0,00 + 0,002
F 3,05 + 3,367

Letras distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
F, = Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas

F,= Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas + Inulina

F, = Leche pasteurizada + Cultivo Léctico (Control)

(1997), plantean que los
microorganismos coliformes no son
acidoduricos por lo que no resisten pH
bajos y altos valores de acido lactico,
condiciones que se producen en los
yogures durante su almacenamiento,
debido a que las Dbacterias
acidolacticas se comportan como
inhibidoras de otros microorganismos
y este comportamiento es la base de

showed a pH superior to the control,
did not showed statistical differences
in relation to the acidity and viscosity.
During refrigerated storage, a
decrease on pH and an increase on
viscosity of this yogurt was observed,
which seems to show that inulin affect
in a significant way these variables;
especifically the inulin incorporation
in yogurt improved the product

Cuadro 6. Caracterizacion microbiologica del Yogurt.

Table 6. Yogurt microbiological characterization.

Yogurt Dias de Coliformes totales  Mohos y Levaduras
almacenamiento (ufc/ml) (ufc/ml)
F, 0 <10 <10
F, <10 <10
F, <10 <10
F, 21 <10 <10
F, <10 <10
F <10 <10

F, = Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas
F,= Leche pasteurizada + Cultivo Lactico + Cepas Probiéticas + Inulina
F, = Leche pasteurizada + Cultivo Léctico (Control).
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su capacidad para mejorar la calidad
y la inocuidad de muchos productos
alimenticios, siendo algunos factores
que coopera en esto, la produccién de
acido lactico que conlleva a una dis-
minucién del pH, el agotamiento de
nutrientes y bajo potencial redox. Por
lo general los productos lacteos fer-
mentados se encuentran libres de
patdgenos y las cepas prebidticas en
el yogurt elaborado parecieran acen-
tuar el efecto inhibitorio de este pro-
ducto sobre algunas bacterias
patégenas (Berrocal et al., 2002;
Aryana y McGrew, 2007). Igualmen-
te De Oliveira et al., (2005), sefiala-
ron que no hubo presencia de mohos
y levaduras, coliformes totales y
fecales en yogures durante 28 dias de
almacenamiento, debido a que la via-
bilidad de las bacterias lacticas pro-
tegen al producto de los
microorganismos patégenos.

Conclusiones

Se pudo elaborar un yogurt fir-
me con cepas de microorganismos
probidticos e inulina, mediante un
procedimiento sencillo y repetible; el
cual aunque present6 un pH mayor
al control, no difirié estadisticamente
de éste en cuanto a la acidez y la vis-
cosidad. Durante el almacenamiento
refrigerado, se observo una disminu-
cion en el pH y un aumento en la vis-
cosidad de este yogurt, lo que pare-
ciera indicar que la inulina afecta
significativamente estas variables;
especificamente la adicién de inulina
en el yogurt mejoro la viscosidad del
producto, ademas no se apreci6 siné-
resis durante el almacenamiento re-
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viscosity, also, syneresis was not
appreciated during refrigerated
storage; in relation to the acidity,
statistically significant differences
were not appreciated respect to con-
trol. Microbiologically, the yogurt
with probiotic strains and inulin,
fulfilled with requiremnets
established in the COVENIN norm
(2393:01), just like the control. It is
recommend the solid yogurt making
with probiotic strains and inulin,
because not only the benefical effects
would be improved in people who con-
sumes, but also, some of its
rheologycal properties like viscosity,
without syneresis presence.
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frigerado del mismo; en cuanto a la
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estadisticamente significativas res-
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rian los efectos beneficiosos del yogurt
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en las personas que los ingieren, sino
ademads algunas de sus propiedades
reologicas como la viscosidad, sin pre-
sencia de sinéresis.
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