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OBJETIVOS. 



En el presente trabajo se pretende desarrollar y aplicar a 

nivel rutinario una técnica que proporcione resultados confiables acerca 

de la calidad sanitaria de la leche rehidratada pasteurizada en menos 

tiempo que el empleado en la técnica oficial actualmente usada. 

Al mismo tiempo, el método aquí propuesto pretende que la 

operación sea más sencilla y la utilización de menor cantidad de mate

riales que el que es utilizado hasta ahora. 

Al tratarse de un alimento altamente perecedero, cuyo manejo 

y distribuición es sumamente rápido, el desarrollo de técnicas micro

biológicas expeditas, resulta de gran utilidad como auxiliar en el 

control de la calidad, para favorecer la productividad y ayudar al 

mantenimiento de la salud pública. 



INTRODUCCION 



La leche de vaca es de un alto valor nutritivo. fundamental 

para el desarrollo del ser humano, por ello está considerada como 

alimento básico en la nutrición infantil (después de la leche materna), 

as! como para las mujeres embarazadas y para aquellas en período 

de lactancia (28). 

Debido a sus caracrnrfsticas nutritivas 1 es un medio muy apropia

do para el crecimiento microbiano lo cual trae como consecuencia 

un elevado riesgo de proliferación haciendosc necesario conocer opor

tunamente la carga y tipos microbianos presentes en este producto. 

Ln leche secretada por una ubre sana está estéril¡ al ser un 

medio sumamente nutritivo puede contaminarse rápidamente con 

microorganismos, estos pueden llegar a la leche por diferentes causas 

y vras como son: 

. a) El animal mismo: cuando existen gérmenes en la ubre éstos 

pasan a la leche (p. ej. el bacilo tuberculoso); de manera indi

recta por los excrementos que pueden llegar al ptoducto debido 

a un inadecuado manejo del mismo; la proximidad de otros 

animales. 

b) EL medio exterior como agua, suelo r equipas. 

e) El hombre: por una inadecuada higiene de mt'.tno31 vestidos¡ 

expectoraciones, etc. 

A menudo la leche se traslada el mismo !Ira en que se ordeña 

a la planta donde será industrializada. El manejo se hace ya sea en 

botes de 40 litros o pipas de hasta 20,000 litros. Al llegar n la 

planta de procesamiento, el producto es sometido h inspccc.iones 



pruebas parn l"Ontrolar su calidad, esto es, determinar los contenidos 

de grasa ~· humt:!dad, detectar alteraciones y adulteraciones }' en base 

a estos result.1dos decidir su procesamiento y uso. 

Las prucb.1s a las que la materia prima o producto terminado 

es sometido incluyen determinaciones tanto íisicoqufmicas como micro

biológicas )" or~anolépticas talos corno: contenido de grasa )' de sólidos 

totales; c.1.lcul0 de sedimentación; determinación del punto de C(inge

lación como índice de la posible adulteración con agu.1¡ determinación 

de cuentas microbiam1s1 particularmente cuenta total, coliformes, 

hongos y Jeraduras y evaluación de sabor. 

En circunstancias especiales también ~e hacen pruebas para 

descubrir rnsiduos de antibióticos (que pro ... ienen de vacas tratadas) 

residuos de insecticidas (que pueden haberse introducido a Ja leche a 

través del alimento de la vaca o de otros materiales en la lechería 

(24). 

i>ostetit')r a la recepción de In leche, ésta pasa al proceso de 

pasteurizaciln. La eficacia en la destrucción de los gérmenes por 

las altas temperaturas, depende, en parte 1 de la concentración inicial 

de los mi:;rr.o~. 

En el caso de In leche, la pasteurización persigue una doble 

finalidad: 

1) Destrucción de todos los gérmenes patógenos para el hombre; 

aspect0 importante desde el punto <le vista higiénicf), 

2) Reduv.ión de Ja flora banal al nivel más bajo posible con el 

fin rfo mejorar la 11calidad de conservación"¡ éste es el punto 

r!t ·.ista ec.onómico y comercial que tiC'nc tanta importancia 

VJrnrJ ~¡ primero. 
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Existen dos diferentes procesos para efectuar la pasteurización: 

a) lll denominado Baja temperatura-Tiempo largo que se lleva a 

cabo a 620 - 630C durante 20 minutos ( 1 ). 

b) lll llamado Alta temperatura-Tiempo corto que se efectua a 

noc por 1 s segundos ( 1 ). 

El objetivo principal de estos procesos es el dar al producto el 

tratamiento m!nimo necesario para que se mantenga entre 3 y 6 días 

en condiciones de relrigeración (40 - ?OC), que es el manejo normal 

de la leche, y que al mismo tiempo mantenga sus propiedades f!sicas, 

organolépticas y nutritivas. 

Después de un correcto proceso de pasteurización, como ya se 

mencionó anteriormente, el producto carece de microorganismos pató

genos y se ha reducido la cuenta total viable. 

Posterior a este proceso, el producto puede contaminarse durnnte 

su manejo subsecuente, esto es1 durante su conducci6n1 almacenamiento 

y envasado, además los microorganismos sobrevivientes se reproducen 

siendo en (iltima instancia los responsables del deterioro del producto. 

Las cuentas y tipos bacterianos finales desemp"ñan un papel 

determinante en la calidad sanitaria de la leche, que en gran parte 

determina la clasificación a la que está sometido este producto. De 



acuerdo a la Dirección General de Normas de la Secretaría de Comer

cio y Fomento Industrial, la leche se clasifica de la siguiente manera: 

(IS, 16). 

Leche pasteuri1.ada 

Preferente Extra 

Leche pasteurizada 

Preferente 

Cuenta de meso- Coliformes lnhibidores 

fílicos aerobios 

(col/mi) 

IS 000 máx. 

30 000 máx. 

(col/mi) microbianos 

menos de 5 Neg. 

menos de 10 Neg. 

Una de las razones del interes en métodos para la determinación 

de la contaminación post-pasteurización, es porque generalmente hay 

una relación entre la contaminación posterior al tratamiento térmico 

y la vida de anaquel del producto terminado. 

Al determinar este tipo de contaminantes, se detectan ues 

grandes problemas: 

a) Primero, la prueba ideal debería indicar el número exacto de 

microorganismos que de alguna manera llegaron al producto 

después de la pasteuri1.ación. 

b) Segundo, la prueba ideal deberla proporcionar resultados en el 

menor tiempo posible. 

e) Tercero, esta prueba debe ser sencilla y económica. 

Desafortunadamente, en la actualidad no se cuenta con 



un método que satisfaga todos los requisitos anteriores. 

Debido a esto se han llevado a cabo varios trabajos encaminados 

al desarrollo de métodos que simplifiquen los tradicionales, cnsi todos 

enlocados a la reducción del tiempo empleado (5). 

Dentro de estas técnicas simplificadas encontramos primera

mente, y como ejemplo más sencillo, la tradicional prueba del azul 

de metileno que estima cuaHtativamente la carga microbiana presente 

en la leche, l!sta prueba es usada generalmente como criterio de 

aceptación en andén. 

l!n años recientes se han desarrollado métodos cnlocados a la 

cuantificación rápida de microorganismos en leche, ya sea cruda o 

pasteurizada. 

Un grupo de microorganismos que ha recibido especial atención 

en esta área de investigación es el de los psicrotróficos (el término 

psicrotrófico es usado en la 13a. edición del Standard Methods 

lar the Examination of Dairy Products para los microorganismos que 

son capaces de formar colonias visibles en agar para cuenta estandnr 

incubado a ?OC por 10 d!as), esto debido a la gran importancia que 

tienen en la conservación refrigerada de estos productos y al conside

rable tiempo que implica su detección. Las alternativas propuestas 

son muy variadas y entre ellas se tiene el incrementar la temperatura 

de incubación para asl disminuir el tiempo de la misma (20); usar 

cienos medios selectivos que permiten el crecimiento de contaminantes 

pero inhiban el crecimiento de otras bacterias (6); detectar ciertos 

productos finales del metabolismo microbiano o cambios en el sustrato 



(por ejemplo la producción de catalasa, presencia de ácido pirúvico, 

reducción de colorantes, etc.) (18, 29) o aplicando la muestra en la 

superricie del agar para acelerar el crecimiento de lós microorga

nismos aerobios (5, 25, 10, 21, 29). 

Para otros grupos de microorganismos1 se han propuesto métodos 

como el de microtitulaci6n, el cual se ha utilizado para cnnumcmr 

células viables en leche, evaluar la destrucción térmica de esporas y 

que presenta buena correlaci6n con respecto a los mefodos oficiales 

evaluando mesofnicos, psicrotróficos y coliformes en leche bronca 

(12, 8). 

También existen métodos que se basan en el hecho de que la 

impedancia eléctrica de un medio se ve alterada por los cambios 

qufmicos resultantes del metabolismo microbiano y su crecimiento (7, 

11, 29, 30). 

En este investigar constante, se han desarrollado instrumentos 

como el Biocounter M2010 computarizndo1 que proporcio~.a, a partir 

de muestras alimenticias, cuentas de coliformcs en 4 horas y esterili

dad en 6 a 16 horas (19), y el Bactec, sistema radiométrico desarro

llado por johnston Laboratories que proporciona resultados en 6 a 8 

horas ( 3 ). 

Teniendo como antecedentes los parámetros obtenidos por Toro 

Vázquez (27), en este estudio se trata de desarrollar una técnica 

turbidimétrica basada en el incremento de la densidad óptica do un 

medio al desarrollarse los microorganismos inoculados en el mismo. 

Dicho lnóculo se obtiene mediante un procedimiento centrífugo de la 



muestra de leche en estudio. Por medio de esta técnica se obtienen 

resultados de la cuenta total o cuenta estándar en aproximadamente 

6 horas, lo que implica un considerable ahorro de tiempo (casi 40 

horas) al compararlo con el que toma la técnica oficial. 
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GENERALIDADES. 



Gl!Nl!RALIDADl!S SODRI! LA Ll!CHI! 

Dl!l'INICION 

La leche es una secreción normal de las glándulas mamarias 

de todos los mamlferos, que tiene como finalidad básica lo de alimen

tar a la crfa durante el crecimiento. Las necesidades nutricionales 

de las diversas especies varian, de manera que no es sorprendente 

que la leche de los diferentes mam!feros se diferencien por su compo

sición (Cuadro 2.1). 

La importancia de la leche se basa en su alto valor nutritivo 

ya que sus comri:mentes se encuentran en forma y proporción adecuada, 

de tal manera que cada una de las leches de los marfilferos representa 

el alimento más balanceado y propio para sus correspondientes crías. 

Además de proporc'ionar la mayorla de los nutrimentos, la leche 

contiene tambi6n diferentes sustancias que actuan como sistema 

.inmunológico del recién nacido. 

Desde el punto de vista legal la leche se define como el pro

ducto del ordeño higiénico, efectuado completa y profundamente, en 

una o más hembras de ganado lechero bien alimentado y en buen 

estado de salud. Esta leche no debe contener calostro (24, 4, 13). 

La leche de vaca es la de consumo generalizado en la población 

por lo que a ella se hara referencia de ahora en adelante. 

PROPIEDADES l'ISICAS 

Aspecto. 

Color blanco medio aporcelanado; cuando es muy ri-
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CU A O RO 2. l. 
Datos unullticos y flslol6gicos sobre las diferentes clases <le leches.(l) 

Comnosici6n n. 100 o Tiempo Duracl6n Peso 
extracto M.G. l.nctosn Su Tes Materias nitrooenadas para hab. <le del 

seco 'O 00 Pronor, 1{m .10 doblar gesta- cer~ 
(total) Cnsc!na N.P.N. el peso ci6n. bro 

i % <le naci g 
miento-

Di as Di as 
Leche llumana 11. 7 3.5 6.5 0.25 l. 4 28 17 160 270 1200 
Equidos 

Yegua 10 l. 5 5.9 0.4 2. 2 ;o - 40 340 650 
Burra 10 l. 5 6.2 0.5 l. 8 45 - 360 360 

Rumiantes 
Vaca 12.5 3.5 4. 7 o.a 3.5 78 5 35 28 5 500 
Cabra 13.8 4.3 4. 7 0.8 4 75 7 22 155 130 
Oveja 19.1 7.5 4. 5 1.1 6 77 5 20 150 
Búfala 17.8 7.5 4. 7 0.8 4.8 80 
Reno 31. 9 17.5 2.5 l. 5 1o.4 80 - 230 

Su idos 
Cerda 18.3 6 5.4 0.9 6 50 8 13 115 160 

Carnivoros y 
Roedores 

Gata 20 5 5 1 9 33 60 25 
Perra 25.2 10 3 l. 2 11 so - 9 63 
Coneja 29.3 12 1.8 2 13. 5 70 6 35 10 

Ce tuecos 
Bu l lenu 46.3 35 0.8 0.5 10 

(l) Alais, Charles.LA CIENCIA DE LA LECllE.,Compañia Editorial Contincntal,S.A.,México,1981. 



ca en grasa presenta una coloración ligeramente crema debida en 

pane al caro1eno contenido en la grasa de la leche. 

Olor. 

La leche fresca casi no tiene olor carac1erls1ico, pero debido 

a la presencia de la grasa, la leche conserva con mucha facilidad los 

olores del ambiente o de los recipiemes en los que se le guarda. 

Sabor. 

La leche fresca y limpia liene un sabor medio dulce por la 

lactosa que contiene, y adquiere, por contacto, íacilmente sabores a 

ensilaje, establo, hierba, etc. 

Gravedad especifica (1soc). 

El valor va de 1.028 a 1.034. La densidad 

de la leche depende de la combioación de densidades enlre sus dife

rentes componentes, de aquf que una leche entera tendrla una densidad 

promedio de 1.032, mientras que una leche descremada 1.036. Una 

leche aguda presemarla valores menores a 1.029. 

pH. 

Las variaciones del pH dependen, generalmente, del estado 

sanitario de la glándula mamaria; de la cantidad de co2 disueho en 

la leche; del desarrollo de los microorganismos que ni desdoblar la 

lactosa producen ácido láctico; del desarrollo de algunos microorga

nismos alcalinizantes, ere. El pH normal varia de 6.3 a 6.8. 

Acidez. 

la acidez presentada por la leche cruda a la 1i1ulaci6n empleada 
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es la resultanie de 4 reaccibnes, de las cuales las 3 primeras repre

sentan la acidez natural. 

a) Acidez Nauta(. 

l. Acidez de la caseína anfotérica, cerca de 2/5 de la acidez 

natural. 

2. Acidez de las sustancias naturales, co2 y ácidos orgánicos 

originales, cerca de 2/5 de la acidez natural. 

3. Reacciones secuandarias de los fosfatos, cerca de 1/5 de 

la acidez natural. 

b) Acidez desarrollada. 

Debido a la formación de ácido láctico a partir de lactosa por inter

vención de bacterias contaminantes. 

Generalmente una leche fresca posee una acidez de 0.15 a 

0.16 %; los valores menores de 0.15 pueden ser debidos a leches 

masdticas, aguadas, o bien alteradas con algún producto químico alca

linizante. Los porcentajes mayores a 0.16 son indicadores de conta

minantes bacterianos. 

La determinación de acidez se lleva a cabo titulando con NaOH 

0.1 N refiriéndola a ácido láctico. 

Potencial de Oxido - reducción. 

Al abrigo del aire, es de +0.130 voltios 

y expuesta a él de +0.300 voltios. El poder reductor de la leche se 

incrementa con la contaminaci6n bacteriana¡ a medida que las bacte

rias se multiplican, consumen oxfgeno y producen sustancias reductoras, 

bajando por lo tanto el cociente hasta valores negativos. Este hecho 

es aprovechado para seleccionar la leche según el tiempo en que el 

azul de metileno la rczarsurina son reducidos. 
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El azul de metileno se reduce a leucoaiul de metileno (incoloro) 

y la rezarsurina (azul pizarra) a resofurina (rosado) y dihidrorresofurina 

(incoloro). 

Viscosidad. 

Varia en general entre l. 7 y 2.2 centipoises. La viscosidad de 

la leche completa a 2ooc es de 2.2 y la de la leche descremada de 

1.2 centipoises. 

Punto de congelación. 

Una de las características más constantes de la leche es el 

punto de congelación que, en general, es de -0.5390C corno valor 

promedio, teniendo un rango que va de -0.5130 a -0.5650C, Esta 

propiedad es utilizada para detectar la adición de agua ya que ésta, 

al congelarse a ooc, influye para que el punto de congelaciónr de la 

leche se aproxime al del agua. Las sales y la lactosa son los compo

nentes principales que influyen en el punto de congelación, la acidez 

induce a una baja de dicho punto. 

Calor especifico. 

De la leche completa es de 0.93 a 0.94 cal/g oc; la 

leche descremada presenta valores de 0.94 a 0.96 cal/g oc. 

Punto de ebullición. 

La temperatura de ebullición de la leche se inicia 

a los 100.l?OC al nivel del mar. 

16 



Indice de refracción. 

Este valor fluctlla entre 1.3440 y 1.3485. Cuando 

la proporción normal entre solutos y solventes se altera, por la adición 

de agua o sólidos extraños, el fndice de refracción disminuye o aumen

ta respectivamente (13). 

COMPOSICION 

La leche es un sistema relativamente estable debido n que 

todos sus constituyentes se encuentran en equilibrio formando ues 

estados !fsicos de dispersión. Los componentes de la leche se encuen

t mn en di(crentes concentraciones y varian considerablemente de 

acuerdo a varios factores como son: raia de la vaca, alimentación, 

época del año, etc. (4). 

Como podemos apreciar en el cuadro 2.2., la leche es un sis

tema !isicoqufmico muy complejo en el que cada componente se 

encuentra interaccionando con los otros, de tal manera que dichas 

interacciones ejercen una marcada influencia en su estabilidad. 

La leche en general, está formada de aproximadamente 87.S % 

de agua y 12.S % de sólidos o materia seca total. 

A continuación se describen los comp:mentes más importantes. 

Agua. 

Constituye la fase continua de In leche y es el medio de soporte 

para sus componentes sólidos y gaseosos. Se encuentra en dos estados: 

17 



CUADRO 2. 2. 
Composici6n y algunns propiedades do lu leche.(!) 

Comp. en g/l. Hstado físico Je los componentes. 

Agua 905 Agua librc(disolvcntc)+agua ligada 
G!Úc itlos: Lactosa 49 Soluci6n 
L!pidos: 35 

Mu ter la grasa propiamente 
dicha 34 Hmulsi6n de los gl6bulos grasos 

Lecitina(fosfolípidos) o. 5 
Parte insaponificnble(cs-

tcrolcs,cnrotcnos,tocofcro-
L__ _____ los) 0.5 

Proteínas: 34 
C11scfo11 27 Suspensi6n micclar de fosfocaseinli-

o de calcio 
Proteínas solublcs(globu-

linas y albúminas) 5.5 Soluci6n(coloidnl) 
Sust, nitrogenadas no pr~ 

t6icas l. 5 Soluci6n(verdaderu) 
Sales: 9 Soluci6n o estado coloidal 

Citratos z 
Fosfatos Z.6 
Cloruros l. 7 

Componentes diversos: trazas 
(vitaminas, cnz.imns, g11-

:.;es Uisueltos) 

DcnsidaJ de la leche completa l. 032 

Dcnsidnd Je ln leche Jcsc remada l.036 
pll 6.6-ó.8 

(1) A1'1b,Cltarlt's.l.A ClllNC!A llli J.A LECJIE. Cia. J:ditoriul Contincntal,S.A.,México,1981. 



a) Agua libre (intersticial): representa la mayor parte del agua y en 

ésta se mantiene en solución la lactosa y las sales. lls ésta In 

que sale de la cuajada en forma de suero. 

b) Agua de enlace: ésta agua es el elemento de cohesión de los 

diversos componentes no solubles y es adsorbida a la superficie 

de estos compuestos; no forma parte de la fose hldrica de la 

leche y es más difícil de eliminar que el agua libre. 

Materia seca. 

llstá formada por los componentes sólidos de la leche. llstos 

sólidos, que en la. leche de vaca constituyen un promedio de 12.5%, 

pueden ser determinados directamente por la aplicación de calor para 

evaporar la fase acuosa de la leche. 

Un método indirecto para calcular la materia seca se efectúa mediante 

la relación entre la densidad de la leche y su contenido de grasa. 

1.- Materia grasa. En la leche de vaca el contenido de grasa varra 

notablemente debido a una serie de factores muy diversos. Sin 

embargo, los valores más comunes se encuentran entre 32 y 42 

g/I, o sea, 3.2 y 4.2%. Sus caracterlsticas flsicas son: 

Densidad 

Punto de fusión 

Punto de solidificación 

0.936 - 0.950 

299 - 34•C 

240 - 290C 

La grasa se encuentra en la leche bajo la forma de pequeños 

glóbulos dispersos en emuslión en la fase acuosa. Estos glóbulos 

19 



tienden a subir debido a su baja densidad (0.92) que es inferior a la 

de la leche descremada ( 1.035) (13). 

Los triacil gliceridos son los componentes más importantes de 

los lípidos de la leche ya que constituyen aproximadamente el 98% 

del material extraíble con disolventes no polares. Dentro de la 

categoría de los lípidos tambien están incluidos los fosíolfpidns, los 

esteroles, los pigmentos, las vitaminas liposoluhles A, D, E y K 

otras sustancias en concentraciones muy bajas, como se obscn·a en el 

cuadro 2.3. (4). 

Los !osfolrpidos presentes en la leche son la fosíatil colina 

(lecitina), ce[alina, fosfatil cerina, [osfatil inositol y la esfingomielina. 

Son muy importantes pues tienen varias funciones biológicas y afectan 

la estabilidad de la leche; actúan como emulsionantes naturales de 

los glóbulos de grasa. 

2.- Lactosa. Es el principal carbohidrato de la leche, también se 

encuentran pequeñas cantidades de glucosa, galactosa, cerebrósidos y 

algunos amlnoazúcares derivados de la hcxosa amina. 

En la naturaleza la lactosa solo se encuentra en la leche. Se 

trata de un disacárido formado por galactosa y glucosa unidas por un 

enlace 0 (1-4). Existen dos isómeros, el, y P.. que se diferencian 

por sus propiedades físicas como podemos apreciar en el cuadro 2.4. 

Las formas más estables son "'- hidratada y (l anhidra. 

Cuando se efectúa una cristalización de la lactosa a tempera

turas menores de 93.SOC se produce la forma o<. hidratada con una 

estructura cristalina indeseable (provoca la llamada "arcnosidad 11 en 
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e u AD no z. 3. 
Composici6n de l[pidos en la grasa de leche.• 

Constituyente Concentraci6n Localizaci6n en la leche 
% 

Triacilglicéridos 97-98 GJ6bulos de grusa 

Diacilglicéridos 0.25-0.48 Gl6bulos y membranas 
Monoacilglicéridos 0.015-U.036 Gl6bulos y membranas 
Cetoácidos 0.85-1.28 Gl6bulos de grasa 
Acidos grasos libres U.01-0.44 Gl6bulos y leche dese re-

m:ida 
Fosfol[pidos(leciti-
na,cefalina y esfin-
gomielina) 0.2-1.0 Membranas del gl6hulo 
Cerebr6sidos 0.013-0.066 Gl6bulos de grasa 
Esteroles(colesterol 
y Janosterol) 0.25-0.40 Membranas del gl6bulo 
Escualeno trazas Membranas del gl6bulo 
Carotenoides 0.0007-0.0085 Gl6bulos y membranas 

• Badui ,Salvador.QUHIICA DE LOS AL!MliNTOS., In. ed.,E<lit. Al 
hambra f.lexicana,S.A.,México,1981. 
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C U ADRO 2. 4. 

Propiedades físicas de la lactosa.• 

Isómeros de la lactosa 
o{ tt 2o @ 

Poder rotatorio +89 +35 

Temperatura de fusión 202°C 252ºC 

Concentración de equilibrio 
a lSºC 38\ 6'' "' 
Cristalizaci6n de las sol u-
ciones saturadas: 

~-anhidra por encima de 94°C -
por debajo de 94°C D(-hidratada -

Solubilidad a lSºC(g/lOOg -
de agua) 7 so 
Solubilidad a lOOºC(g/lOOg-
de agua) 70 95 

'Dadui,Salvador. QU!MICA DE LOS ALIMENTOS., la. ed.,Edit. 
Alhambra Ncxicana,S.A., México, 1981. 
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en halados y leches concentradas), si In temperatura de cristalización 

es mayor a 93.S•C se forman cristales de ~ anhidra en forma de 

aguja que son más solubles y dulces que los de o( hidratada. 

3.- Proteínas. Las caseínas y las proteínas del suero son los dos 

grandes grupos de proteínas de la leche; se encuentran en forma de 

suspensión coloidal. Las caseínas se encuentran en forma de suspensión 

coloidal debido a una combinación de los mecanismos de carga eléctri

ca e hidratación, y son polipéptidos insolubles en su punto isoeléctrico; 

tienden a precipitar en presencia de iones divalentcs como el calcio. 

Las proteínas del suero de la leche estan estabilizadas en suspensión 

coloidal por un mecanismo de hidratación cuyas fracciones son solubles 

en su punto isoeléctrico, son más lábiles a la desnaturalización por 

calor y no son tan sensibles a los iones divnlentcs. 

Las caseínas forman el 85% de las proteínas totales y son 

glucofosfoproteínas y por definición son tas proteínas de la leche que 

precipitan a pH=4.6 a 20•C. Existen principalmente como micelas, 

constituidas por cuatro fracciones de casernas: o.( s' (3 , ~ Y t 
y se encuentran en una proporción de SS, 25, 1 S y 5% respectivamente. 

La caseína i tiene una sencucncia de aminoácidos muy similar a 

una parte de la molécula de caserna Q , y por tanto se considera que 

es el resultado de una degradación o una sintesis incompleta de la 

molécula de caserna. @ • 
Las fracciones o4 

5 
y ~ son sensibles a los iones calcio 

que se encuentran en forma natural en la leche, mientras que Ju 

es insensible a éstos pero sensible a la renina. 
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Las proteínas del suero constan de por lo menos 8 fracciones 

diferentes entre las cuales las principales son las () lactoglobulina, 

la <>.!, lactnlbúmina, las inmunog!obulinas, In albúmina bovina y tas 

proteasas peptonas. Estas protcrnas contienen aminoácidos azufrados 

muy lábiles al calor y las temperaturas de pasteurización desnaturalizan 

una fracción de ellas con la consecuente producción de grupos sulfhidri!o 

muy reactivos; éstos acttJan como anrioxidantes y por \'o tanto los 

productos lácteos que hayan recibido un tratamiento térmico son 

menos susceptibles a las reacciones de oxidación. 

4.- Enzimas. Se encuentran discribufdas en la leche, ya sea unidas 

a las micelas de caserna, a la membrana del glóbulo de grasa o en 

forma libre en el suero. Las más importantes son: 

Lipasa 

Proteasa 

l'osfatasa 

Catalasa 

- Lactapcroxidasa 

- Xantina oxirlasa o reductasa 

aldehfdica 

- Arnilusa 

La importancia de tas enzimas de ta leche derivada de cinco 

propiedades principales: 

a) Algunas son factores de degradación que tienen importancia tecno

lógica tales corno la lipasa, factor de la rancidez; la proteasa, que 

provoca la hidrólisis de la caserna, etc. 

b) Su sensibilidad al calor permite el control del calentamiento de 

la leche en la zona de las temperaturas de pasteurización. 
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c) La cantidad de eru.ima depende, para algunas de ellas, del número 

de leucocitos o bacterias que se encuentren en 1a leche; de esta 

manera se pueden obtener datos sobre la calidad higiénica de la 

leche. 

d) El contenido de enzimas no es el mismo para todas las leches; 

esta característica puede ser un medio para distinguiras, pero en la 

actualidad se utiliza poco. 

e) Algunas enzimas tienen actividad bactericida, y constituyen por 

ello una protección, desde luego limitada de la leche; es el caso de 

la lactoperoxidasa y la lisozima (4, !). 

S.- Minerales. Las materias minerales se encuentran en todas las 

leches en una proporción que varía de 3 a 10 g/I. La relación de 

concentraciones de las sales de la leche dcsem peña un papel muy 

importante en la estabilidad térmica de los productos lácteos, de tal 

forma que los iones caldo y magnesio tienden a inestabilizar el sis

tema proteico, mientras que los citratos y el f6símo lo estabilizan. 

Otros elementos que se encuentran en la leche son aluminio, 

boro, bromo, cobre, cromo, iodo, flúor, hierro, manganeso, zinc y 

trazas de arsénico, cobalto y plomo. 

Las vacas que padecen de mastrtis segregan leches con un 

alto contenido de cloruros, por lo que la concentración de éstos 

aniones se ha utilizado como un índice de sanidad do las vacas (4, 

1). 
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FUENTES DE CONTAMINACION. 

La leche ha sido descrita como el alimento más perfecto para 

el hombre desde el punto de vista nutricional. Esta se produce a 

base de componentes de la sangre en In ubre de la vaca. La opera-

ción de ordeña estimula la liberación de hormonas que a su vci actúan 

sobre los mllsculos de la ubre causando el descenso de la leche a los 

cuatro canales de las tetas. 

mecánicamente (24). 

La extracción puede hacerse manual o 

Desde que la leche sale de la ubre hasta que se vierte en los 

1ecipienres, roda manipulación u objeto con el que entre en contacto, 

es una posible fuente de contaminación. De omitir las prácticas 

sanitarias resulta una contaminación masiva de la leche y su rápida 

descomposición. En cambio, de las ordeñas que se efectúen en condi

ciones higiénicas resultará un producto de bajo contenido microbiano 

y calidad más o menos persistente. 

Las íuentes de microorganismos más frecuentes de la leche y 

las precauciones que se deben arendc1 para evitar que la contaminen 

son: 

a) Las vacas: la salud de las vacas es de primordial importancia 

pues de las ordeñadas asépticamenre, se obtiene leche que sólo 

contiene un pequeño número de bacterias. Estas son saprófitas 

y de paca significación mientras su desarrollo sea controlado. 

La leche procedente de vacas con ubres iníectadas contiene 

g1andcs cantidades de bacterias de las cuales algunas son pató

genas. Es necesario inspeccionar periódicamente los establos 

para comprobar la salud de los animales. 
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b) El área de ordeña: manteniendo limpia el área de trabajo y 

evitando las actividades que levanten polvo, será reducida la 

posibilidad de contaminación de este origen. 

c) Equipo para la ordeña: la fuente de contaminación más impor

tante de la leche es el interior del equipo con el que se hace 

contacto: las máquinas ordeñadoras, los recipientes en los que 

se viene, los tanques de almacenamiento y otros semejantes que 

no estén limpios y aseados con agentes físicos o químicos. Ln 

temperatura elevada (agua caliente o vapor), el cloro y los 

compuestos cuaternarios de amonio, son los agentes más usados 

con esos fines. 

d) Personal: todas las personas que participen en la ordeña deben 

estar sanas y seguir al pie de la letra las reglas sanitarias (22). 

CONTROL DE CALIDAD 

Control Bacteriológico. 

La calidad de la leche se relaciona con varios conceptos. En 

general se consideran los siguientes: 

a) La riqueza de la leche en sus diferentes componentes. Se 

puede admitir 1 desde un punto de vista general, que cuanto más 

rica es la lechecn materias grasas, materias nitrogenadas, vitami

nas, etc. mejor será la calidad qurmicn. 

27 



b) La calidad bacteriológica, que está en relación directa con el 

número y la naturale1.a de los gérmenes presentes en la leche 

en un momento dado. 

Existen numerosos y diversos métodos para apreciar la calidad 

bacteriológica de la leche. Los más precisos y signilicativos son 

aquellos que permiten la ennumernción de los gérmenes; pero también 

son los más delicados y los más largos. 

El análisis bacteriológico de la leche exige, en principio, el 

recuento de la microflora total y de los grupos microbianos más 

importantes, especialmente desde el punto de vista higiénico y técnico 

(bacterias patógenas, coliformes, termorresistentes, esporulados, produc-

toras de gas, etc.). Evidentemente, este sistema no se utiliza parn 

controles de rutina. Los métodos más usados son: 

Cuenta total. 

De una muestra de leche se hacen las diluciones necesarias 

para sembrar por vaciado en placa un mililitro de la dilución escogida 

con medio Agar para Cuenta Estándar (PCA). Una vez solidificado 

el medio, las cajas se incuban a 32oc durante 48 horas, al cabo de 

las cuales se cuentan las colonias desarrolladas. 

Esta prueba se ha convertido en algo asf como una tradición en 

el análisis microbiológico de los alimentos debido a que es una ·prueba 

senci1la de realizar y nos proporciona valores numéricos en cuanto a 

)os microorganismos presentes en el producto. 

Este método tiene ciertas limitaciones. Por ejemplo, la cuenca 

no representa todas las bacterias viables presentes, sino sólo las que 
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son capaces de crecer en ese medio ffsico y los elementos nutitivos 

suministrados. Otra limitación está asociada al hecho que tanto un 

conglomerado de células bacterianas, una cadena, como una sola 

bacteria origina una sola colonia, lo que demuestra claramente que el 
método de Cuenta Estándar sólo proporciona una estimación pero no 

el total de la población de la muestra. Una desventaja más se 

presenta cuando se tiene un producto con una contaminación sumamen

te baja (10 m.o./I p. ej.) donde se corre el riesgo de no incluir dicha 

contaminación dada la alicuota tan pequeña que se utiliui en éste 

método (1 mi). 

Cuenta Microscópica Directa. 

El contenido microbiano de la leche 

también se determina examinando microsc6picamcnte un frotis del 

producto. Esta técnica conocida como método de Breed tiene los 

siguientes pasos: en un portaobjetos se marca un área de 1 cm 2
1 

se esparce en él O.O! mi de leche, se seca y desengrasa con xilol, se 

fija con alcohol y se tiñe con aiul de metileno al 0.3 %. Para 

expresar la cuenta final de bacterias por mililitro de la muestra es 

necesario determinar que cantidad del mililitro está contenida en un 

campo microscópico. Ln recíprnca de ese número, conocido como 

factor microscópico (MI'), se multiplica por el promedio de las cuentas 

de los campos microscpicos para obtener el número de bacterias por 

mililitro. 

Algunas ventajas de In cuenta directa al microscopio son: 

1.- Los resultados son ra~idos (el procedimiento se puede efectuar 

en 10 a 15 min.). 

2.- Se necesita muy poco equipo. 
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3.- Además de la cuenta, es posible identificar simultaneament_e 

los tipos morfológicos de bacterias. Esta infomración es valiosa 

para interpretar la fuente y naturaleza de la contaminnci6n. 

A pesar de las ventajas, el método directo no se ha aceptado 

tan ampliamente como el de Cuenta total y algunas de sus desventajas 

son: 

1.- No se pueden efectuar cuentas precisas en leches con cuentas 

bacterianas bajas, es decir, si el MF es de 300 000, la leche 

deberá contenei 1 por lo menos, este mismo número de bacterias 

por mililitro para que se pueda encontrar una bacteria en cada 

campo. 

2,- lll método no se considera útil con la leche pasteurizada ya 

que algunas de las bacterias muertas también se tiñen y cuentan. 

Métodos Indirectos. 

Dentro de esta clasificaci6n encontramos los 

siguientes. 

- Pruebas basadas en el desarrollo de la llora acidi!icante. 

La acidei y . el pll están evidentemente, en relación con la 

proliferación de la micro!lora acidi!icante. La acidei es In caracte

rística que se determina con mayor frecuencia. Se sabe que existen 

variaciones naturales de este valor, por lo que la correspondencia con 

el recuento microbiano no E:S buena. 

~) La prueba del alcohol es una de las más !áciles, consiste en 

agregar a 2 mi de leche, 2 mi de alcohol al 68• G.L.; si se 

30 



aprecia floculación neta tendremos un resultado pos1t1vo 1 en cambio 

la ausencia de floculación indica un resultado negativo. 

1lxis1e una buena correlación entre esta prueba y la estabilidad 

de la suspensión coloidal, aunque ésta no depende sólo de la acidifi

cación de la leche por las bacterias. Las leches con elevado contenido 

de calcio iónico o de composición anormal, especialmente las del 

final de la lactación, pueden coagular por el alcohol sin ser ácidas. 

llsta limitación de la prueba no se refiere más que a leches de peque

ñas mezclas. lln realidad, la prueba se utiliza todavía mucho para la 

selección de las leches a su llegada a la fabrica. Puede añadirse un 

indicador de pH al alcohol para hacer la prueba más significativa. 

b) Prueba de ebullición, efectuada tras un tiempo de conservación 

variable, constituye el mejor medio para medir la calidad de 

conservación de la leche. Como en el caso anterior, el resultado 
no depende sólo de la acidez de In leche. En In práctica se 

toman 2 mi de leche en un tubo de ensaye, que se lleva a baño 

maria hirviente¡ tras 5 minutos se comprueba la coagulación (+) 

o la ausencia de ésta (-). 

c) Prueba de la reductasn. Las leche, después que sale de la vaca 

y se expone y mezcla con el aire, adquiere un potencial de óxido

reducción alrededor de +300 mV. Al desarrollarse las bacterias 

en la leche, consumen oxigeno y producen sustancias reductoras 

que disminuyen el potencial óxido-reducción a valores negativos. 

El Indice de desviación en el potencial de óxido-reducción depende 

del número y clase de bacterias y del índice de su metabolismo. 
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Esta desviación puede seguirse agregando un indicador adecuado 

a la muestra .de leche e incubando en condiciones espec[(icas. El 

azul de metileno y la rezasurina son dos indicadores del potencial de 

óxido-reducción útiles para la prueba de la reductasa. 

En el caso del método que utiliza el azul de metileno, la muestra 

(10 mi de leche) se mantiene a 37oc y se le agrega 1 mi del indica

dor. Del tiempo que tarde en decolorarse el indicador depender~ la 

clasificación que se le dé a la leche (cuadro 2.5). 

Este método es el más difundido en el mundo para apreciar la 

calidad de los suministros de leche a las fábricas y para fijar el 

precio según la calidad. 

(22, 1, 13, S). 

Ocasionalmente es necesario examinar la leche o sus derivados 

para determinar la clase de microorganismos presentes para lo cual 

se necesitan procedimientos especiales; éstos se desc1iben 1 de manera 

general en el cuadro 2.6. 

32' 



C U A D R O 2. S. 
Escalas de clasificnci6n de la leche de acuerdo 

a la prueba de la rcductasa.• 

Clasificaci6n por higiéne: 
Azul de metileno. 

Grado 
1 Reducci6n superior a 
2 Reducci6n entre 
3 Reducci6n entre 

Tiempo 
Sl horas 

4 Reducci6n en menos de 

2 y Sl hs 
20' y 2 hs 
20 minutos 

Azul de metileno, 37ºC. 
1 Reducci6n superior a 
2 Reducci6n entre 
3 Reducci6n entre 
4 Reducci6n menor a 

Resazurina, l hora. 
Sin reducci6n 
Morado pronunciado a mo· 
rado 
Morado claro a rosa 
Rosa a rosa claro 
Blanco 

Tabla para clasificaci6n de leche. 

horas 
y 8 horas 
y 6 horas 
horas 

Prueba de la reductasa(Azul de metincno). 
Tiempo 
Más de 5 horas 
Más de 2! horas 
Más de 20 minutos 
Menos de 20 minutos 

Tipo 
Bueno 
Aceptable 
Regular 
Malo 

Clase 
Buena 
Regular 
flala 
Huy mala 

Excelente 
Buena 
Regular 
Mala 

Excelente 

Buena 
Regular 
Mala 
l·luy mala 

' Keating, Patrick F y llomcro Gaona R.,INTRODUCCION A LA 
l.ACTOl.OGL\., 1 a. cd., Editor ia 1 L imusa ,S.A. ,r.léx leo, 1986. 
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CUADRO 2. 6. 
Plan para aislar algunos tipos de microorganismos 

en la leche.• 

Tipo microbiano 

Bacterias termodúricas 

Bacterias psicrofílicas 

Bacterias term6filas 

Bacterias coliformes 

Bacterias proteolíticas 

Estreptococos pat6genos 
(beta hemolítico) 

Levaduras y hongos 

Procedimiento General 

Las muestras de leche se ca
lientan a 61.7'-62.B'C durante 
30 min y después se siembra en 
placa como se describió al ha
blar del mltodo de cuenta estdn 
dar. -

Se sigue el procedimiento de 
cuenta estfindar,pero los cajas 
<le Petrl se incuban a 7'C duran 
te 10 dios. -

Se sigue el procedimiento <le 
cuenta estándar excepto la incu 
baci6n a ss•c. -

Se inoculan medios selectivos 
y diferenciales. 

Se sigue el procedimiento pa
ra cuenta estdndar, pero se a
grega SI de leche desnatada al 
mc<lio; éste se torna opaco; las 
bacterias proteolíticas digie
ren la caseína y mostraran zo
nas claras rodeando la colonia. 

Se sigue el procedimiento que 
aquí se describe: una muestra 
de leche se inocula en un medio 
de agar sangre, se incuba y se 
observa la formación de colo
nias que muestran zonas de beta 
hem6lisis; se hace frotis y ti~ 
ci6n de Gram de estas colonias~ 

Se inocula medio <le papa glu
cosada(pll=3 .5) y se i'lcuba en
tre 21' y zs•c durante 5 dias. 

'Pelcza r,J. ,MICROBIOLOGIA. ,2a, cd. E<li t. lfacGraw-11111 de M6xj_ 
co,S.A.,M6xico.1982. 
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MATERIALES Y METODOS. 



MATERIALES. 

En el desarrollo del presente trabajo se utilizaron los 

siguientes rnatcriales: 

Leche rehidratada pasteurizada elaboráda por Liconsa. 

Especuolotómetro junior 11, Coleman. 

Baño metabólico con agitación, Eberbach Corporation. 

Centrrfuga. Sorval RC-5B refrigerada, DuPont lnstrumcnts. 

Rotor SS-34 Sorval, DuPont lnstruments. 

Tubos de ccntrrfuga con capacidad de 30 mi. 

Matraces nefelométricos de 250 mi con tubo de 15 mm de diámetro 

exterior. 

Tubos de ensayo con tapón de rosca con capacidad de 15 mi. 

Cajas Petri esterilizadas desechables, Plasticosmos. 

Pipetas de 1 y 10 mi. 

Estufa de incubación. 

Contador de colonias, Quebec. 

Agar para Cuenta Estándar (PCA), Merck de México. 

Caldo Infusión Cerebro Cora1.ón (BHI), Bioxon de México. 
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METODOS. 

La leche utilizada en el presente trabajo fu6 la rehidratada 

o reconstituida por Liconsa. 

La leche reconstituida Liconsa es ele composición cuantitativa 

del todo similar a la de una leche fresca pasteurizada y homogeneiznda. 

El producto se fabrica rehidratando leche descremada en poh·o con 

agua química r bacteriológicamente potable y agregando grasa de 

coco y vitaminas. La mezcla se pasteuriza (método alta temperatura

ticmpo cono),homogcnciza y se enírín para almacenarla antes de ser 

envasada o t rnnsferida a curros tanques para su distribución ( 17). 

En la figura 3.1 se rnuest ra el diagrama de flujo del proceso 

de rehidratación. 

Tomando en cuenta las condiciones establecidas por Toro Vázquci 

(27) y adecuándolas a las necesidades de este trabajo, la metodología 

se Jlc1¡.·6 a cabo de acuerdo al siguiente programa: 

l. Eliminación de interferencias 6pticas en Ja leche con el fin 

de obtener absorbancias que correspondan preferentemente al 

crecimiento microbiano. 

Para la rcali1.aci6n de este objetivo se efectuaron centrifuga

ciones de la leche a diterentes velocidades y tiempos hasta obtener 

el sistema que nos proporcionara por lo menos un 95% de recuperación 

microbiana. Esta recuperación se cuantificó mediante el rneíodo de 

cuenta total por vaciado en placa, realizando las determinaciones n la 

muestra sin tratamiento centrífugo, en el sabrenadante centrifugada y 

en el sedimento resuspendido con buffer de fosfatos a pH = 7.2. 

Los sistemas probados fueron los siguientes: 
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Figura 3.L 
Diagrama de Flujo de leche reconstituidn. 
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500 rpm 37.5 xg 20 min. 
2800 rpm 1200 xg 20 mio. 

3600 rpm 2000 xg 20 min. 

3600 rpm 2000 xg 40 min. 

4000 rpm 1400 xg 40 min. 

5000 rpm 2750 xg 20 min. 

4000 rpm 3750 xg 20 min. 

8000 rpm 4989 xg 20 min. 

Realizando un mínimo de 3 pruebas para cada sistema.. 

La cuenta total por vaciado en placa o cuenta estándar en 

placa se llevó a cabo de acuerdo a la técnica oficial ( 2) que, de 

manera general, indica: 

1.- Diluir la muestra. 

2.- Adicionar 1 mi de la muestra diluida a cajas Petri. 

3.- Añadir agar para cuenta estándar (PCA) licuado parcialmente 

enfriado (430 - 450C). 

4.- Mezclar bien la muestra con el medio. 

5.- Incubar a 320 despu6s que solidifique el medio. 

6.- Contar las colonias despu6s de 48 horas de incubación e.xpresfodosc 

como unidades formadoras de colonias por mililitro (u.f.c./mll 

(22). 

Para preparar el bufrer utilizado en la resuspensión del sedi

mento resultante de las centrifugncione.s antes cltncias, se mezclan 3•1 

g de NH
2
Po

4 
en 500 mi de agua destilada. Se ajusta la solución a 

pll = 7.2 con NaOH 1 N. ·Se lleva a un litro con agua destilatl,1; 

esta es la soluci6n madre o stock. De la solución anterior se toma 

1.25 mi y se lleva a un litro con aRua destilada. 

121oc durante 20 minutos (26). 

Se ~steriliza .1 

ti. 11ctcrminación del volúmen de in6culo r longitud de Í)r,da par;.1 l.l 

lcctum flc absorbancia. 
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El volamen adecuado de inóculo será aquél que proporcione la 

concentración microbiana capaz de producir cambios sensibles de 

absorbancia en 6 a 8 horas. Se probaron sistemas con in6culo en 

proporción de 2, S y 10 %. 
La longitud de onda utilizada en la lectura de nbsorbancia 

fué, de acuerdo a la bibliogra!fa consultada, de 610 nm (27, 11). 

111. Determinación de. los parámetros de crecimiento, 

Para poder relacionar los valores de absorbancia con las u.f.c./ 

ml presentes en la muestra analizada fué necesario efectuar el 

desarrollo matemático que a continuación se describe: 

La curva trpica de crecimiento microbiano se representa según 

la figura 3.2. dónde: 

A = fase lag o de adaptación microbiana. 

B = fase lag o de crecimiento microbiano acelerado o exponencial. 

e = fase estacionaria 

D = fase de muerte. 

Experimentalmente, el crecimiento microbiano puede medirse 

por medio de un cspectrofotómetro, o sea, con mediciones de absor

bancia. 

Al relacionar el logarirrno natural de la absorbancin (lnAbs) 

con el tiempo de desarrollo de dicha absorbancin, resulta una gráfica 

como la representada en la figura 3.3., donde Ao es la lecrura de 

absorbancia al tiempo to y A¡ la absorbancia al tiempo ti. 

La rase exponencial del crecimiento microbiano corresponde a 

una linea recta cuya pendiente equivale a In constante de crccimiL~nto 

del sistema representada como k. 

Considerando que Ap es el valor de la ordenada al prolongar 

la recta exponencial entonces se dice que la constante se define 

como: 
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Figura 3.2. 
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Figura 3.3, 
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k = lnA 1 - lnAp 

si t
0 

= O, entonces: 

k = lnA
1 

- lnAp 

'ti 

(1) 

(2) 

Para considerar la duración de la fase latente o de adaptación 

en la ecuación final, se define la constante R como: 

R = lnAp - lnAo = tn!!E 
Ao 

despejando lnAp de (2) resulta: 

lnAp = lnA
1 

- kt 1 
y despejando lnAp de (3) se obtiene: 

lnAp = R + lnAo 

igualando (2') y (3') resulta: 

lnA 1 - kt 1 = R + lnAo 

(3) 

(2') 

(3') 

(4) 

En las condiciones del presente experimento, es dilrcil determi

nar Ao debido a la gran cantidad de interferentes presentes, pero 

es posible obtenerla matemáticamente despejándola de la ecuación 

(4), esto es: 

lnAo = lnA 1 - kt 1 - R (4') 

Para el cálculo de las constantes k y R no pueden ser utili1,ados 

los valores experimentales puesto que no son reales debido a los 

interíercntes anteriormente mencionados, por lo que para obtenc!r 

valores reales (sobre todo de la constante R) se procedió a elaborar 

una curva patrón de la siguiente manera: el inóculo obtenido mediante 

procedimiento centrífugo se agregó u medio líquido de lnfusi6n 

Cerebreo Corazón (B~ll) estéril y se incubó a 380C en baño agitado 

(100 ciclos/ mín.). Se mantuvo en esas condiciones hasta observar 
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un cambio de 1 a 2 unidades de densidad óptica. En ese momento 

se tomaron 0.2ml de manera aséptica y se agregaron a 60 mi de 

BHI estéril. Se incub6 en las condiciones anteriormente descritas 

hasta que el crecimiento microbiano proporcionó lecturas de absor

bancia entre 0.8 y 1 unidades de densidad óptica. Durante Ja incuba

ción se tomaron alícuotas a diferentes lecturas do absorbancia para 

determinar Ja correspondiente cuenta total por el método de vaciado 

en placa. Con Jos datos obtenidos se contruyó una gráfica de absor

bancia contra u.f.c./ml, de Ja cual se pueden obtener valores corre

gidos de absorbancia conociendo el número de microorganismos1 o si 

se conoce la absorbancia 1 como en el caso de Ap, se puede obtener 

el número de microorganismos correspondientes. De esta forma es 

posible obtener el valor de las constantes de manera confiable para 

entonces poder emplearlos en la ecuación 

lnAo = lnA 1 - kt 1 - R (4') 

en la que se fija un tiempo constante (t) de la fase exponencial del 

sistema de acuerdo a las cinéticas estudiadas y utilizando los valores 

experimentales de absorbancia para el tiempo establecido. 

Aplicando el antilogarit mo a los valores obtenidos en la ecuación 

(4') y relacionándolos con sus correspondientes u.f.c./ml obtenidas 

experimentalmente por el método oficial de la muestra de leche en 

cuestión, se contruy6 una segunda curva estándar cuya ecuación de 

regresión proporciona los elementos para calcular efectivamente la 

carga microbiana de la muestra estudiada, dicha ecuación es: 

Ao = rn (u.l.c./ml) + B (5) 

Matemáticamente el valor de B es prácticumcntc cero y 

considerando que al no haber microorganismos la absorbancia debe 

ser cero, se puee eliminar dicho término, quedando entonces: 
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Ao = m (u.l.c./ml) (5') 

Obteniendo el logaritmo nnturnl de la ecuación (5') e igualando 

con la ecuación (4') se tiene: 

lnA 1 - Kt1 - R = In m + In (u.l.c./ml) 

despejando In (u.l.c./ml) resulta: 

(6) 

In (u.f.c./ml) = lnA 1 - kt 1 - R - lnm . • . . . . . (6') 

sustituyendo los valores tespectivos para las constames k, R y m 

para los tiempos fijos de 6 y 7 horas y calculando el antilogaritmo 

de la ecuación se obtienen los factores correspondientes a cada 

tiempo, quedando como únicas inc6griitas a determinar las absorba.ocias, 

que se obtienen experimentalmente a los respectivos tiempos de 

incubación, y con este dato entonces conocer el número de u..f.c./ml 

de la muestra analizada, esto es: 

u.f.c./ml = x (Ax) 

u.f.c./ml = y (Ay) 

(7) 

(8) 

dónde: 

u.f.c./ml = unidades formadoras de colonias por mililitro de la 

muestra estudiada. 

x = factor para 6 horas 

y = factor para 7 horas 

Ax = lectura de absorbancia a las 6 horas de incubación 

Ay = lectura de absorbancia n las 7 horas de incubación 

IV. Desarrollo del método propuesto y tratamiento matemático de 

los resultados experimentales. 

Se llevaron a cabo análisis de 15 muestras provenientes de 

diferentes lotes tanto por el método oficial como por el turbidimé

trico. Este último se realizó tomando en cuenta los resultados 

obtenidos en los puntos anteriores. 

Con los resultados experimentales obtenidos por ambos métodos 

se realizó el análisis estadístico necesario para cdlificarlC1s. Dicho 

análisis incluyó el cálculo de la correlación existente entro el método 
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propuesto y el oficial; cálculo de la exactitud del método propuesto 

con respecto al método oficial; comprobación de hipótesis por medio 

de la t de Student estableciendo ésta como la que compara dos 

métodos, considerando que sus promedios son iguales, no asr sus 

desviaciones estándar, aceptándose los métodos como equivalentes si 

los valores de t calculada son menores o iguales a los valores de t 

reportados en tablas (9, 23). 

V. Evaluación económica de los métodos estudiados. 

Los costos implicados para llevar a cabo 10 determinaciones 

de cuentas microbianas tanto por el método oficial como por el 

turbidimétrico, fueron las bases para la evaluación económica de los 

mismos; estableciendo que se cuenta con la infraestructura básica 

de análisis microbiol6gico tal como servicios, autoclave, cuenta colo

nias, etc. 

46 



RESULTADOS. 



A continuación se detallan los resultados obtenidos en los 

diferentes experimentos llevados a cabo para cuanti[icar las cargas 

microbianas de muestras de leche por el método propuesto en el 

presente trabajo y por el método oficial. 

Los resultados se muestran de acuerdo al programa descrito 

en el capitulo anterior. 

l. Como se mencionó anteriormente, para poder aplicar el método 

pwpl:esto es necesario eliminar las interferencias ópticas contenidas 

en la leche con un procedimiento tal que permita, al mismo tiempo, 

retener al máximo los microorganismos presentes en la muestrn. La 

centrifugación fué el método utilizado para éste propósito. 

Los resultados generados al probar los diferentes sistemas 

centrifugas se muestran en el Cuadro 4.1., en el que se observa que 

el sistema que cumple los requisitos es el que utiliza 8000 rpm 

durante 20 minutos. 

ti. Los microorganismos aislados de la muestra láctea requieren 

ser inoculados en un medio liquido para su incubación. A fin de 

obtener la concentración microbiana adecuada n las necesidades del 

método en estudio, en el Cuadro 4.2. se muestran los resultados 

obtenidos con los diferentes porcentajes de inóculo probados. Se 

decidióutilizar el 10 % de inóculo. 

111. La cinética de crecimiento desarrollada por el sistema micro-

biano en estudio se representa en las figuias 4.1. a 4.12. 

Considerando la absorbancia más baja como cern o blanco, se 

48 



e u A n Ro ~- 1. 
Sistemas Centrífugos. 

rpm rfc tiempo u.f.c./ml u.f.c./ml rccupe~nci6n 
g'~ min. inicial re suspendido 

500 37.S 20 3200 30 

2800 1200 20 2330 340 14.59 

3600 2000 20 11900 HOO 2.1. 03 

3600 2000 .10 102 82 80 

4000 1400 40 ;o so 71 

5000 27 so 20 
4 ºº 250 62.5 

.1000 37 so 20 1~50 l•I 00 86 

8000 4989 20 19000 18 700 98 .. 12 

49 



CUADRO 4. 2. 

In6culos. 

Porcentaje Tiempo de detccci6n Absorbancia Absorbancia 
inoculado en horas inicial final 

+ de o. 085 0,085 

6 a o .15 o.165 

10 6 a 0.32 o. 34 5 

so 



procedió al cálculo de las constantes seg6n el procedimiento descrito 

en el capitulo anterior que como primer paso indicaba elaborar una 

curva estándar que permitiera obtener valores reales para las cons

tantes k y R, los valores de dicha curva se presentan en el cuadro 

4.3. A continuación se enlistan los valores obtenidos para las men

cionadas constantes: 

R 

2.5217126 -14.48339 

2.3092296 -19.351\03 

2.0476928 - 7.8825969 

2.3513753 -20.471586 

2.9957322 -12.478659 

2.2801122 - 5.8894401 

3.233 -15.363519 

1.9152346 - 7.8825969 

2.3978953 - 3.18449619 

Prom. = 2.4502205 Prom. = 11.887539 

51 



e u A n no 4. 3. 

Curva Estándar. 

u.f.c./ml Absorbancin 
(610 nm) 

o o 
7.65x10 7 o.os 
8.5 x10 7 U.19 

40 xl07 u. 4 2 

56 xl07 0.54 

61 x10 7 o. 67 5 

78 x10 7 o. 81 

Corr. 0.98862 
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Curva Rst1lndar. 
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De acuerdo a los experimentos realizados y mostrados ya en 

las figuras 4.1 a 4.12. se constató la necesidad de obtener 2 factores 

finales para transformar las absrobancias en u.f.c./ml ya que el 

primer incremento sensible de absorbancia se presentó tanto n 6 

como a 7 horas de incubación. 

Para obtener el tercer parámetro matemático necesario para 

completar el desarrollo de la ecuación que aquí se estudia, se llevó 

a cabo una segunda curva estándar cuyos componentes se detallan a 

continuación:' 

t = 6 horas 

k = 2.4502205 

R. •11.887539 

Ao 

2.99888xl0-4 

2.99888•10-4 

8.99664"10-4 

u.f.c./ml 

1550 

1700 

4400 

Corr. = 0.99890611 

m = 2.156629xl0-7 

InAo = lnA 1 - kt 1 - R 

t = 7 horas 

k = 2.4502205 

R. -11.887539 

Ao 

5.l 745417xl0-5 

6.2094501xl0-5 

1.65584 xl0-4 

2.328525 xto-4 

l.0349038x!0-4 

4.!396334x!0-5 

u.f.c./ml 

900 

900 

2400 

3100 

1100 

540 

Corr. = 0.98448586 

m = 7.32393Ix!0-8 

Por último, se procedió a sustituir los valores de las variables 

involucradas en la ecuación (6') para así obtener los !actores necesa

rios, dando como resultado lo siguiente: 
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u.f,c./ml = Ax (2.7810805xl05) 

u.f.c./ml = Ay (7.0651739xl04) 

(7) 

(8) 

IV. El diagrama del proceso seguido en las determinaciones de 

éste trabajo se muestra a continuación: 

Leche rehidratada pasteurizada L_!!!),. Cuenta Total 

30 mi. ! 
Centrifugación (8000 rpm - 4989 xg - 20 min.) _:--------:...______, 

Sedimento 
¡ 

Resuspensión a volúmen 
original con BHI 

! 
Inoculación al 10" con 
el resuspendido a BHI 
contenido en mat rae es 
nefelométricos. 

l 1 
Incubación en baño agi
tado a 38•C y agitación 
de 100 ciclos por minu-

to. 1 2 

Lectura de absorbancia 
a 610 nm cada hora durante la incubación. 

! 
Tratamiento matemático 
de los resultados. 

Decantado 

Para llevar a cabo la determinación de los parámetros de 

crecimiento, se efectuó análisis bacteriológico de Cuenta Estándar 

en el punto y cada hora en la fase exponencial del crecimiento 

microbiano en el punto 2 

La temperatura de incubación se seleccionó en base a la 

bibliografla disponible (27) y la velocidad de agitación de acuerdo a 

54 



las caracter!sticas del aparato utilizado. 

Los resultados obtenidos en los diferentes experimentos realiza

dos se presentan en el Cuadro 4.4. 

La exactitud se conoce como la relación existente entre un 

dato experimental y otro real o de teferencia¡ en este caso se 

consideró como dato experimental el obtenido al aplicar las fórmulas 

aqu! desarrolladas y el de referencia o real el resultado originado 

por el método oficial. 

Con las consideraciones anteriores, la fórmula utilizada y su 

resultado promedio fueron: 

Exactitud = Resultado por cálculo X 100 

Resultado por el método oficial 

Exactitud = 83.828423 % 

Para el cálculo estad!stico de la t de Student según la hipó

tesis descrita en el Capítulo anterior se utilizaron las siguientes 

fórmulas: 

G.L. {n+ 1) [ 1 + 2 ] - 2 

{s/ts/J + (S2 
2 ts/) 

siendo n :::l 21 pues las determinaciones se hicieron por ,·duplicado, 

sl y xi los datos estad!sticos de desviación estándar y media de los 

datus obtenidos por fórmulas, y, s2 y -x; los mism!ls parámetros 

estadístic:os para las resultados por el rn~todu oficial. Los resultados 
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obtenidos se muestran en el Cuadro 4. 5. 

Si la hipótesis establec!a que para considerar válido el método 

propuesto el valor de la t calculada debla ser menor o igual al valor 

reportado en tablas puede entonces decirse, de acuerdo a los resulta

dos mostrados en el Cuadro antctior, que el método es estadlstica

mente aceptable. 

V. Evaluación económica de los métodos en estudio. 

Concepto 

Costo por reactivo $/det. 

Costo por sueldo $/det. • 

Costo Total 

Tiempo necesario hr./det. 

Mét. Turbidimétrico Mér. oficial 

407.49 49.2 

866.66 1733.32 

1274.15 1782.52 

48 

• El costo por sueldo se estableció suponiendo el tiempo gastado 

por un qulmico en electuar 10 determinaciones, percibiendo un sueldo 

de $260,000.00 por mes. 

Todos los costos y estimncioncs se hicieron en base a 10 

análisis. 

Debe considerarse también que el método turhidimétrico impli

ca una inversión aproximada de $24,000,000.00 por concepto de 

equipo (centrl[uga relrigerada de velocidad intermedia), el cual sin 

embargo puede también utilizarse en otro tipo de análisis. 
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CUADRO 4. 4. 

Resultados de cuentas microbianas por el m6todo 
turbidim6trico y oficial en muestras de leche. 

Experimento Tiempo A1 u.f.c./ml u. f. c ./ml 
No. (hrs.) (mct. oficial) (f6rmula) 

1 6 0.002 750 556.2161 

2 7 0.01 900 706. SI 17·1 

3 7 0.012 900 84 7. 81·109 

4 6 o. 015 4400 4171.6208 

5 7 0.032 2400 2260.8376 

6 7 o. 04 5 3100 3179.3028 

7 7 o. 015 1900 1059.7676 

8 6 O.DOS 1550 1390. 54 03 

9 6 O.DOS 1 700 1390.5403 

10 7 0.021 1100 1483.6747 

11 7 0.008 540 565.2093 

12 6 o. 015 6200 .u 71.6208 

Corr. IJ.9.J"il4'Jl 
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CUADllO 4,5, 
Rl'SULTAOOS DEL C.\LCllLD DP. lJ\ t Dll SllJDJNf, 

1\bsorli:u:cin u.i.c./ml por r&ni11lu u.í.c./ml por l'IC't. oficlnl tc.1tculniln G.I,, t¡,~ t~tl 

0.01 oS5.8m i 1 • ~H.38 800 x2 • 90o 1.942 12,706 63.657 

0,005 3U.D2U s1 • 2.i2 . .is 1000 s 2 • 141.421 

LV• 47.13 LV • 15.71 

0.01: h/3,0193 x1 •857.31 700 X2 • ~uo 3.781 3.182 5,61 

0.013 891.6m Sl • 48.49 1100 s2 • 282,84 

r:!I• 5.65 r:!I• ll.42 

o.un 1508,8687 ;:I •1851.79 3000 i¡ •2500 1.886 3;182 5.84 

0.032 s1 • 4M,\lú S¡ • 707.10 
lV. 2b.l8 lV • ZG.lr. 

0,015 30Sb.32 i1 •Zl97.5!} 2000 i 2 •2SOO 0.216 3.!BZ 5,84 
tl.OlZ 1508.86 s1 •1115.42 3000 s2 • 707,10 

LV• 48,54 LV• 28,28 

0.005 1456.06 x1 -1.isr1.06 HiOO '2 •1750 1.958 12,706 63.657 

O.Oú5 1456,06 Sl • o 1900 s2 • 212.13 

r:!I• cv. 12.12 

o. 02~ 1508.86 -;l •1440.28 1000 x2 •llou 2.806 3.182 5,84 
tl,ll~l\ llll.b9 SI • Dú.~J~ s2 • 141.42 

!V• o.n cv • 12.85 e: M~.tl·I il • l•\7 . .!11 400 X 4 • ~.~.u o.m 4.lOl 9.925 
~¡ • Uu.!19 700 S¡ • lll.ll 
!V• 15.71 C\' • ~8.5U 

X¡ •2(J7U.40 X2 •1457.14 
;, • JS9,l6 ;2 • 343.45 
is. ll.42 r:v. 2l.89 



DISCUSION DE RESULTADOS. 

A continuación se analizan algunos 

aspectos de los resultados ya expuestos. 

1.- Los resultados obtenidos con respecto a las condiciones de centri

fugación se confirman con lo reportado en la literatura dónde se 

indica que es posible eliminar hasta un 99% de los microorganismos 

presentes en la leche por medio de fuerzas centrifugas altas (14). 

2.- Aunque con un 5% de lnóculo se registraron cambios apreciables 

de absorbancia en el tiempo requerido, la cuenta mictobiana fué 

relativamente alta en esas muestras por lo que se decidió utili1.ar el 

10%. La razón para esta decisión fué primeramente el protegerse 

de encontrar una muestra con baja concentraci6n microbiana y que 

por lo tanto no alcanzara a traspasar el umbral de sensibilidad del 

aparato en el tiempo requerido: (por lo general se detectan concentra

ciones superior~s a 106 microorganismos), y en segunda porque al 

agregar dicha concentraci6n, con un manejo adecuado de la muestra, 

la turbidei presentada por la misma no rebasó los lfmites de confiabi

lidad en las lecturas de absorbancia inicial (menor a 0.8). 

El manejo adecuado de la muestra considera principalmente 

que al realizar el decantado después de la centrifugación se elimine 

al máximo la grasa separada. 

3.- En el punto referente a la determinación de los parámetros de 

crecimiento se mencionó que la lectura de absorbancil más baja 

sería considerada como cero o blanco1 dicha decisi6n s~ tomó consi

derando el hecho de que el mencionado descenso de absorbancia no 

obedecia a un descenso en la población microbiana como se demuestra 
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en el cuadro 4.6, sino muy probablemente a la disolución de algún o 

algunos componentes presentes en la muestra. Otro factor que podría 

explicar el fenómeno scfia el que los microorganismos en las primeras 

horas consumen nutrientes pero por su número tan reducido no nlcam.a 

a producir cambios en la densidad óptica. 

4.- El objeto de realizar la segunda curva estandar es el de obtener 

el parámetro que relaciona los factores cinéticos matemáticos con -

las u.[.c./ml obtenidas por el método tradicional, dicho parámetro 

resulta ser la pendiente de la gráfica obtenida de dicha relación. 

5.- De las 15 muestras analizadas se registraron tres resultados de 

cuentas microbianas mayores al promedio analizado con las que el 

resultado por el método aquí propuesto no concordó con el oficial 

pues el resultado obtenido por fórmula fue mucho menor al reportado 

por vaciado en placas (121,000 - 13,104; 26,450 - 4,368; 19,850 -

2,912). Una razón para estos resultados puede ser el hecho de que 

hubiera existido un error o mal manejo de las muestras al reali1..ar el 

análisis por el método oficial, o que el método aquí propuesto no 

proporcionó el resultado correcto, esto último conrluce a pensar que 

es necesario examinar leches con diferentes rangos de contuminación 

por determinar entonces el origen real del error. 

6.- Can respecto al análisis económico es importante destacar que al 

tomar en cuenta el procesamiento de 10 muestras, el costo es menor 

para el método propuesto que para el oficial; aunque la inversión 

inicial es mayor en el turbidimétrico, sobre todo si el laboratorio en 

cuesti6n no cuenta con dichos instrumentos para análisis Hsicoqufmicos; 
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por otro lado se debe tomar en cuenta que el equipo involucrado 

tiene una larga vida útil si se maneja y mantiene adecuadamente, 

además el poder detectar a tiempo problemas de contaminación podrla 

en un momento dado evitar perdidas mayores o en su defecto advenir 

al consumidor del problemas para entonces remediarlo oportunamente. 

Otra ventaja del método es poder detectar oportunamente el origen 

de una contaminación (pasteurizador, silo, etc.) y evitar as! que la 

fuente siga produciendo daños. 
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CUADRO 4. 6. 

Seguimiento de una cinética microbiana 
durante Ja incubaci6n. 

Tiempo Absorbancia u.f.c./ml 
(hrs.) (610 nm) (met. oficial) 

o o.so 24 so 
0.39 4100 

0.38 13550 

0.38 35850 

6 0.37 215000 

0.38 1355000 

o. 4 7 5 7300000 
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Figura 4. l. 
Experimento No. 
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Figura 4.2. 
Experimento No. 
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Figura 4. 3, 
Experimento No. 
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Figura 4.5. 
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Figura 4.6. 
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Figura 4.7. 
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Figura 4. 8. 
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Figura 4.9. 
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Figura 4.10. 
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Figura 4 .11. 
Experimento No. 11 
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Figura 4.12. 
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CONCLUSIONES 
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Rl!CO M 1! N DA C 1 ON l!S. 



Con base en los resultados reportados en el Capítulo anterior 

se concluye lo siguiente: 

1.- Metodológica y estadísticamente se encontró que el método aquí 

propuesto si es aplicable al tipo de 1 eche estudiada en los rangos 

analizados. lls posible aplicar este método a otro tipo de leches 

mediante el estudio de los parámetros cinéticos del sistema microbiano 

en cuestión. Se recomienda realizar experimentos con leches que 

contengan un índice mayor de contaminación a fin de establecer los 

límites de con!iabilidad del método. 

2.- Con los resultados obtenidos se puede decir que existe una 

buena correlación entre el método o!icial y el método aquí propuesto, 

aunque esto es signiíicativo, es importante señalar la necesidad de 

realizar un mayor mímero de experimentos a fin de contar con un 

conjunto más amplio de resultados que nos permita concluir de manera 

más contundente con respecto a su utili1.ación práctica. 

3.- Los parámetros cinéticos obtenidos en el presente estudio, son -

bastante similares a los encontrados en un estudio anterior efectuado 

en el mismo tipo de leche, lo que indica que el sistema no ha variado 

considerablemente en cuanto a su comportamiento y carnctcrfsticas 

fisiológicas (27). 

4.- Se sugiere realizar revisiones periódicas de Jos parámetros k, 

R y los derivados a !in de tener siempre la seguridad de estnr trabaja.!! 

do bajo condiciones reales y confiables. Estas revi,s.iones deberán 

realizarse sobre todo cuando se presente algún cambio en el proceso 

que pueda afectar la naturaleza del sistemn microbiano, por ejemplo, 

cuando se realice un cambio en las materias primas utilirodas, en el 

proceso, envase, etc. 
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5.- Se recomienda probar diferentes caldos de cultivo con el fin de 

establecer el medio optimo que genere la respuesta más sensible. 

6.- El manejo de la muestra debe ser, como en todo m6todo analf

tico y sobre todo microbiológico, sumamente cuidadoso. En este 

caso, en lo que se refiere a la eliminación de la grasa ya que 6sta 

afecta negativamente a las lecturas de absorbancia. 

7.- En cuanto a manejo y rapidez de ejecución el método turbidim6-

trico es mejor que el oficial, esto ayudada a verificar oportunamente 

las condiciones del proceso de elaboración y manejo del producto y 

por lo tanto los estándares de calidad. 

8.- Desde el punto de vista económico el método oficial implica un 

costo menor co~parándolo con el aquf propuesto. Sin embargo, consi

derando que toda industria tiene también laboratorio de análisis fisico

qufmicos, en el caso de contar con centrifuga y especuofotómetro 

adecuado el método estudiado resulta más económico. 

9.- Se considera conveniente estudiar la aplicación alternativa del 

método estudiado a nivel indusuial, ya que aún a concentraciones 

microbianas bajas como las encontradas en este estudio, dicho método 

fue capaz de detectarlas. 
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