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RESUMEN

La vida de anaquel de la leche se pretende aumen
tar principalmente por razones sanitarias y econémicas.
Las causas que impiden el aumento de la vida de ana---
quel de la leche fluida son atribuidas por muchos au--
tores a la contaminacidn post-pasteurizacidn.

por lo anterior el objetivo de este trabajo es
el de caracterizar la contaminacién de los envases de
vidrio en los que se expende la leche pasteurizada y
evaluar la influencia que tendria un envasado de la le
che en caliente.

Para lograr este objetivo se realizaron cuentas
de més6filas, coliformes y psicré6filas en un muestreo
de 25 envases de vidrio antes, y después de 30 dias de
uso, asf como la simulacibn del envasado en caliente,
en donde los envases son sumergidoé en agua a 59°C por
el periodo necesario, hasta que el bafio de agua estu--
viese a 50°C. Realizandolo también en envases antes, y
después de ser usados.

Los resultados muestran que de la flora psicr6fi
la remanente, 1 a 3 bacterias por envase, de las 12
aisladas, @inicamente pudieron crecer en leche a 4°C,

2 bacterias con un tiempo de duplicacién de 35 horas.
Si existiera una contaminacidn con estas bacterias la
vida de anaquel de la leche a 4°C serfa de 30 a 34

dias.




INTRODUCCION
A) El significado de la leche en México.
Dada la produccién nacional lechera que es de
7 173 322 000 de litros anuales, y la importancia para
la nutricibn, que desde hace muchos afios se le ha reco~-
nocido a la leche, es ficil de intuir tanto su importan
cia nutricional como econémica. Sin embargo se pretende

puntualizar algunos aspectos,

1) Importancia Nutricional

La leche es el alimento m&s complejo que entrega
la naturaleza. Sin embargo, los requerimientos nutricio
nales de los seres vivos son muy complejas y ningfin ali
mento los satisface todos.

La importancia de la leche reside en que es,el a=+
limento natural mis prdximo a la perfeccidn desde el
punto de vista nutricional.Su proteina principal, la ca
seina, contiene todos los amino&cidos esenciales, y co-
mo fuente de calcio, f6sforo y riboflavina es excelente
Contribuye también significativamente a los requerimi--
entos de vitamina A(retinol),B;(tiamina) (1,2).

Ademds de la importancia nutricional de la leche,
basada en el aporte de nutrimentos dado por los compo--

nentes del producto en si, debe analizarse también su



participacibn real dentro de la dieta. Para esto se pre
senta el cuadro No 1, donde se muestra el porcentaje
con el cual contribuyen los productos de origen animal
a cubrir los requerimientos de alimentacién de la pobla
cibén mundial. En éste se muestra que los productos lé&c-~
teos contribuyen a cubrir el 22% de proteina, 74% de
calcio, 34.7% de f6sforo y 39.8% de riboflavina de los

requerimientos diarios(3,4)

2. Importancia Econfmica

La produccibén nacional para el afio de 1985 fué de
7 173 322 000 litros, producidos por 5 397 021 vacas
con un rendimiento de 1 329 litros por vaca al afio,que
econSmicamente representa 3 179 216 000 délares: que
complementados con las importanciones que fueron alrede
dor de 1 320 millones de litros dan un total de
3 755 376 300 db6lares cifra que representa el valor to-
tal de la leche consumida en México.

Para poder analizar esto se presenta en el cuadro
No 2 el uso al que se destina la produccibn nacional de
leche. Se observa que la produccibén total de leche de
vaca desde 1980 ha permanecido pr&cticamente constante
con una media de 6 380 millones de litros y solo se ob-

serva un pedqueiio incremento de un 5% en el dltimo afo.



CUADRC 1

PORCENTAJE DE NUTRIMENTOS APORTACOS POR PRODUCTOS GANADEROS Y AVES

Producto Energia Proteina Grasa Carbohidratos Calcio 'Fﬁsforo Fierro Vitamina A Tiamina Rivoflavina Niacina

Licteos 11.4 22.0  13.2 6.7 74.5 347 2.2 12.7 9.0 39.8 1.5
Carne, pesca

d y pollo 9.9 41.6  34.1 0.1 3.8 27.6  29.5 21.9 26.4 25.1 46.9
Huevos 2.0 5.0 3.0 0.1 2.3 5.2 4.8 5.5 2.2 5.0 0.2
Total 33.3  68.6  50.3 6.9 80.6  67.5  36.5 40.1 37.6 69.9 48.6

Ensigmer, 1980(3)



DISTRIBUCION DE LA PRODUCCION DE LECHE DE VACA
(Millones de litros)

CUADRO 2

1980 1981 1982 1983 1984 1985+
DESTINO
LECHE PRUCESADA 433.9 446.8 412.2 397.2 423.58 439.0
EVAPORADA 15.8 23.3 20.9 20.4 20.71 21.77
CONDENSADA 118.3 124.7 - 116.6 109.1 110.71 105.40
POLVO DESCREMADA 26.0 23.9 33.6 27.1 48,1 94.73
POLVO ENTERA 172.3 189.1 169.3 165.5 167.86 149.04
DIETETICA 101.5 85.8 76.8 75.1 76.2 68.06
PRODUCTOS DERIVADOS  1,334.8 1,414.2 1,495.0 1,461.5 1,481.07 1,578.0
QUESOS B6L.2 ¥85.2 935.8 914.8 927.14  1,005.86
MANTEQUILLAS 272.9 211.7 223.8 218.8 221,72 228.75
CREMAS 139.6 189.0 199.8 195.3 198.02 205.03
OTROS PRODUCTUS 61.6 128.3 135.6 132.6 134.19 138.36
PASTEURIZACION 1,507.1 1,500.8 1,643.5 1,606.7 1,628.14 1,721.5
LECHE BRONCA 3,465.7 3,494.6 3,372.9 3,303.0 3,327.21  3,434.4
TOTAL 6,741.3 6,856.4 6,923.6 6,768.4 6,860.00 7,172.9

* PRELIMINAR

S.A.R.H., 1986(5)
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De esta leche la mayor proporcibn, aproximadamen-
te un 49%, se consume como leche natural o bronca; to--
mando como base el afio de 1980, hasta la fecha hay un
decremento de un 4% de la que se dirige hacia este des-
tino. Por lo contrario se obhserva un incremento de un
2% en la cantidad que se destina hacia la pasteuriza---
cibn y la produccién de derivados, la cual representa a
su vez el 22% del destino de la produccifn total de la
leche.

Respecto a la leche destinada a la produccién de
derivados, la mayor proporcién{63%) se destina a la pro
duccidn de quesos manteniéndose en esos afios préctica--
mente constante con una variacién de 1%.

Respecto a los otros derivados se observa una pe-
quefia cafda de 6% de 1980 a 1981 en la cantidad destina
da hacia la produccién de mantequilla, incrementéndose
equitativamente la destinada a producir crema y otros
productos para permanecer constante a partir de 1981 a
la fecha en un 15, 13 y 9% respectivamente del total de
leche destinada a la produccibén de derivados.

Finalmente se observa que el menor porcentaje de
la produccién total de leche(6%), se procesa principal-
mente en forma de leche entera en polvo, representando

un 34% del total de la leche procesada en 1985. Sobre



esta produccién se observa un incremento de un 3% de
1980 a 1981 a partir del cual disminuye constantemente
llegdndose a observar una caida de casi un 8% de 1983
a 1985.

Lo mismo ocurre con los productos procesados que
le siguen en orden de importancia respecto a su canti~-
dad préducida, la leche condensada que representa el
24% de la leche procesada en 1985 y la leche dietética
que representa el 15.5%, cuya produccibén decrece un 3%
en los Gltimos 2 afios, mientras que por el contrario la
leche en polvo descremada se increment6 en un 14%, para
alcanzar un 21.57% del total de leche que se procesa en
el afio de 1985,

De todo esto se puede concluir que:

La cantidad de leche producida en los Gltimos afios, no
se ha incrementado, como habrfa de suponerse,para que
pudiera satisfacer los requerimientos de incremento

poblacional.



B) los sistemas de Produccidn, Industrializacién y Co-
mercializacién de la leche en M&xico.

En la actualidad la crisis de la produccién le--
chera en México es debido de entre otros factores a
los sistemas de industrializacién, comercializacién de
la leche y la falta de una infraestructura tecnolégica

En el cuadro No. 3, se muestra la produccibn de
leche por diferentes sistemas de explotacidén. En este
se observa que el 54% de la leche en México es oproduci
do por solamente 939 263 vacas especializadas y que el
resto (4 457 758 vacas) es producido por ganado de do-
ble prop6sito (carne y leche). Esta distribucibn ejem-
plifica que la mitad de la produccidn nacional se rea-
liza con animales de doble prop6sito y principalmente
en el trbpico como lo muestra el cuadro No. 4, en el
que se puede observar la produccién de leche en Vera--
cruz; 29 984 miles de litros es producido por ganado
especializado y 570 663 miles de litros por ganado no
especializado, siendo este estado representativo de
una ganaderia de doble prop6sito en el trépico, ademds
de ser uno de los estados de mayor produccibn lechera
en México(5).

Bajo esta situacién es fdcil de explicar porqué

en las estadisticas generales, México aparece como un



CUADRO

3

PRINCIPALES ZONAS DE PRODUCCION (.;ANI-\DEVRA LECHERA (1985)

Ganaderia Especializada

Ganaderia No Especializada

Inventario Produccifn® Inventario Produccidn*.  Inventario  Produccién*
Coahuila 68 297 346 916 75 182 54 395 143 792 401 311
Chiapas 5 441 17 557 525 528 328 635 530 969 346 192
Chihuahua 43 432 201 761 305 062 195 045 348 994 396 806
D.F. 25 896 128 636 3 614 6 548 29 510 135 184
burango 49 852 249 635 188499 100 029 168 351 349 664
Guanajuato 69 441 334 644 142 710 109 387 21z 151 444 031
Jalisco 138 492 547 562 424 099 463 976 562 591 1 011 538
México 123 382 550 716 137 300 151 Sel 260 682 702 277
Puebla 54 322 193 507 147 399 98 182 201 721 291 689
Tlaxcala 25 593 103 958 10 203 12 845 35 796 116 803
Veracruz 13 952 29 984 696 033 570 663 709 985 600 647

* Miles de

S.A.R.H.

litros

, 1986 (5)



CUADRO 4

INVENTARIO Y PRODUCCION DE LA GANADERIA LECHERA ESPECIALIZADA Y NO ESPECIALIZADA (1985)

GANADERIA ESPECIALIZADA* GANADERTA NO ESPECTALIZADA** TOTAL
1 2 . 1 2 1 2
Inventario Rendimiento Produccidn Inventario Rendimiento Produccién Inventario Rendimiento Produccibn

Mguascalientes 27,949 4,453 124,462 23,534 1,661 39,101 51,483 3,177 163,563
Baja Calafornia Nte 20,688 5,142 106,388 9,882 2,858 28, 244 30,570 4,404 134,632
Baja California Sur 2,334 2,825 6,593 11,027 568 6,260 13,361 962 12,853
> 3,285 3,273 10,751 62,643 541 33,882 65,928 677 44,633
Cozhuila | 68,297 5,080 346,916 75,142 724 54,395 143,479 2,797 401,311
Colima 9,604 2,919 28,030 21,033 " 514 10,818 30,637 1,268 38,848
Chiapas 5,441 3,227 17,557 525,528 625 328,635 530,969 652 346,192
Chihuahua 43,932 4,593 201,761 305,062 639 195,045 348,994 1,137 396,806
Distrito Federal 25,896 4,967 128,636 3,614 1,812 6,548 29,510 4,581 135,184
Durango 49,852 5,008 249,635 118,498 844 100,029 168,351 2,077 349,664
Guanajuato 69,441 4,819 334,644 142,710 766 109,387 212,151 2,093 444,031
Guerrexo 13,585 2,820 38,316 136,758 425 58,054 150,343 641 96,370
Hidalgo 28,567 4,300 122,841 86,624 671 58,124 115,191 1,571 180,965
Jalisco 138,492 3,954 547,562 424,099 1,094 463,976 562,591 1,798 1'01L,538
MExico 123,382 4,464 550,746 137,300 1,104  15L,561 260,682 2,694 702,277
Michoacin 52,315 3,070 160,581 205,691 81u 166,571 258,006 1,268 327,152
Morelos 3,181 2,560 8,143 18,693 986 18,434 21,874 1,215 26,577
Nayarit 5,762 2,633 15,172 119,340 564 67,270 125,102 659 82,442
Nuevo Lefn 13,421 2,722 36,536 27,722 742 20,570 41,143 1,388 57,106
Oaxaca - 31,226 2,940 91,818 110,728 414 45,877 141,954 970 137,695
Puebla 54,322 3,562 193,507 147,39y 666 98,182 204,721 1,446 291,689
Querétaro 37,994 4,955 18,279 34,497 909 31,370 72,491 3,030 219,649
Quintana Roo 174 989 172 7,256 515 3,736 7,430 526 3,408
san luis Potosi 15,672 3,734 58,596 120,857 554 67,011 136,529 920 125.607
Sinaloa 7,056 3,59% 25,373 121,035 706 85,426 128,091 865 110,799
Sonora 14,314 3,767 53,919 149,101 672 100,181 163,415 943 154,100
Tabasco 3,200 2,444 7,822 227,360 620 140,849 230,560 645 148,711
Tamaulipas 6,662 2,918 19,437 212,616 560 119,147 219,278 632 138,584
Tlaxcala 25,593 4,062 103,958 10,203 1,259 12,845 35,796 3,263 116,803
Veracruz 13,952 2,149 29,984 696,033 420 570,663 709,985 846 600,647
Yucatin 2,774 2,739 7,597 51,743 462 23,943 54,567 578 31,540
Zacatecas 20,900 3,935 82,239 113,93y 520 59,207 134,839 1,049 141,446
Total Nacional: 939,263 4,150 _3'897,941 4'457,758_ 735 3'275,381_5'397,021 1,339 7'173,322
FUENTE: S.A.R.H. 1 Latros Vaca-Afio 2 miles de Litros

* Se considera a todos los vientres cuya funcibn zootécnica estd orientada a la produccidn de leche.
** Se considera a los vientres cuya funcibn zootfcnica estd orienta a la produccidon de leche.y carne
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pais con muy bajos rendimientos de produccién anual
por vaca. Sin embargo, &sto no explica porqué México
es un importador de grandes cantidades de leche, pero
podriamos aventurarnos a decir que una de las razones
de importancia, pudiese ser la falta de investigacibn
tecnblégica en el 4rea, ya que la desarrollada en pai-
ses templados no es adaptable a nuestras condiciones
tropicales y semitropicales. Esto se hace evidente ba-
jo las siguientes premisas:

1. No existe desarrollo genético de vacas de alta
produccién para zonas tropicales.

2. Los sistemas de industrializacién § comercializa
ci6bn de leche, no han sido disefados para resol-
ver el problema de produccibn y comercializacibn
de la leche en pafses en desarrollo.

3. Los paises en desarrollo no han creado una infra
estructura técnico-cientffica para la resolucidn
de sus problemas particulares(8,26)},

El sistema de comercializacién de la leche ha si
do diseflado para favorecer a los concentradores del
producto (plantas pasteurizadoras e industrializadoras),
pocos intentos se han realizado para favorecer que el
productor comercialice su leche, por consecuencia en

México tampoco existe tecnologia para el procesado de
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leche en pedquenios volGmenes y la existencia no parece
adaptarse a los pequefios prnductores por miltiples cir-
- cunstancias:
a)Alto costo de los equipos
b)Necesidad de comercializacién diaria
c)Personal calificado para operacidn
d)Lo distanciado entre el productor y el consumi--
dor, lo que muy pocas veces permite que el pro--
ductor sea comerciante al mismo tiempo
e)Falta de vias de comunicacidn para la reco~-—~=--
lececibn diaria

Dada esta problemdtica, el hallazgoc tecnol&gico
para la conservacifin de leche pasteurizZada por largos
periodos de tiempo permite una forma de comercializa---
cidn diferente y por consecuencia presenta una alterna-
tiva para conservacién de leche fluida.

Estudios realizados con anterioridad demuestran
gue la leche es posible conservarla por periodos 5 ve--
ces mis prolongados que las leches comerciales actua-~-
les (26).

Los estudios para mostrar como es esto posible se

describen en los capftulos subsecuentes,
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1. Genenralidades sobre la flora psicrdfila psicrotrofa
a) Definicibn

La capacidad de algunas bacterias de crecer a ba-
jas temperaturas fué demostrado por Forster en 1887,
sin embargo Schmidt-Nielsen(8) en 1902 fué& el primero
en atribuir el calificativo de "psicr&6filo" a las bac~-
terias cuya temperatura &ptima de crecimiento es baja .
{inferior a 20°C, de 15 o 10°C segfin otros autores)(il).

M&s recientemente en el diccionario de microbiolo
gfa publicado en 1957, define a las bacterias psicr6fi-
las, como aquellas cuya temperatura Sptima de crecimien
to se encuentra a 15°C o menos (8,9, 10).

Sin embargo esta terminoclogfia ripidamente se reve-
16 estar mal adaptada a las exigencias de la microbiolo
gfa de alimentos(ll). en efecto, pocos microorganismos
tienen un desarrollo Optimo a temperaturas inferiores
a 15 o 20°C, por tanto los psicré6filos verdaderos son
escasos{8,11). Por el contrario, un grupo de bacterias
mucho m&s ndmerosa es capaz de multiplicarse a bajas
temperaturas sin que por ello sean psicrofilas verda--
deras, es decir tener la temperatura Optima de creci---
miento por debajo de 20°C. Pues bién, estos microorga--
ﬁismos son los de mayor importancia préctica, ya que

son los responsables de la alteracifn de la leche y pro
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ductos lacteos conservados a bajas temperaturas(ll).

Eddy en el afio de 1960 propuso la utilizacién
del términc "psicrotrofo" para bhacterias capaces de de
sarrollarse en frio , independientemente de su tem---
peratura 6ptima de crecimiento. Finalmente en Octubre
de 1976 en el Congreso de la Federacibn Internacional -
de Lecherfa, los psicrotrofos fueron definidos como mi
croorganismos gue pueden crecer a 7°C o menos indepen-
dientemente de su temperatura Sptima de crecimiento (11,
12).

Veisseyre da una clasificacifn méds amplia, donde
los psicr6filos con temperatura 6ptima de crecimiento
superior a 20°C son los psicrotrofos mes6filos. Los
psicr6filos que pueden desarrollarse a una temperatura
igual o inferior a 7°C, son los psicrb6filos psicrotro-
fos., Cuando la multiplicacibn exige una temperatura su
perior a 7°C, se trata de psicré6filos no psicrotrofos

(11),

b) En la Leche

~ Se sabe que el desarrollo de la mayor parte de
los microorganismos de la leche se ve frenado mediante
enfriamiento a una temperatura inferior a 15°C., Sin em

bargo el considerable empleo del frfo en lecheria en
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los dltimos afios ha puesto en evidencia la falsa pro--
teccién que representa la refrigeracién cuando se apli
ca a una leche de mala calidad bacteriolégica, La exis
tencia en la leche de microorganismos capaces de de---
sarrollarse a bajas temperaturas puede ocasionar gra--
ves alteraciones de la leche conservada en frfo(ll),

Las bacterias psicrdfilas psicrotrofas han esta
do presentes en la leche y productos l&cteos durante
décadas sin haber sido estudiadas a fondo. Sin embarag
en nuestros dfas se presentan como un grave problema.

Los microorganismos psicrotrofos estan presentes
en los tres grandes grupos de microorganismos gue cong
tituyen la flora de la leche(ll).

Se sabe desde hace tiempo que los productos l&c-
teos almacenados en frio, pueden ser el asiento mara

el desarrollo de hongos(Penicillum, Alternaria, Clados

perium, ete.) o levaduras(Candida, Cryptoccus, etc.).

Pero las bacterias psicrotrofas son las de mayor in---
terés tecnoldgico ya que la leche constituye para mu--
chas de ellas un medio de cultivo id6neo. Estas bac--
terias pertenecen a un nmero reducido de géneros cue
presentan ciertas caracteristicas comunes, constituyen
do un grupo ecolégico bien definido(9,11).

La mayoria de las bacterias psicrotrofas son Gram
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negativas, esporuladas, aerobias y de forma bacilar(il).
Las bacterias del género Pseudomonas, las més

frecuentes son: P. putrefaciens, P. fluorescens, P.

fragi, P. viscosa, etc..

A continuacibén se encuentran las bacterias perte

necientes al género Achromebacter(A. butyri), Alcalige

nes(A. viscolactis, A.odorans, A. tolerans, A. metalce

ligenes, etc.) y Flavobacterium(F. lactis, F. malodoris,

F. solari, etc.).
Por filtimo se encuentran Enterobacterias psicro-

trofas pertenecientes a los gé&neros Escherichia (E.cold

y Rerobacter (A. aerogenes v A. cloacae).

Es de destacar que algunas bacterias gram positi
vas de forma redondeada pueden tambié&n encontrarse en-~
tre los psicrotrofos. Se han descrito que ciertas cepas
de Micrococcus pueden desarrollarse en la leche refri-
gerada.

Por filtimo, numerosas bacterias que habitualmen-~
te no son psicrotrofos pueden originar cepas mutantes
capaces de desarrollarse a bajas temperaturas(1l).

Este tipo de bacterias, cuando estén presentes
en leche, deterioran el sabor, y el olor del producto
debido a la actividad lipolitica y proteolitica que

desarrollan, son causantes de sabores &cidos, amargos,
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dulces, pdtridos, etc. Estos malos sabores son una al--
teracién grave pues no desaparecen durante el tratamien

to posterior de la leche cruda(ll).

¢) Microorganismos psicrotrofos despu&s de pasteurizar

Las primeras investigaciones concluyen que las
bacterias psicrotrofas no sobreviven a la pasteuriza---
cibn comercial o de laboratorio(10).

Thomas and Drug reportan gue ningfin cultivo psi--
crotrofo aislado de leche y productos ldcteos refrigera
dos a 7°C o menos sobreviven al tratamiento de pasteuri
zacién, pero algunos cultivos aislados dé leche manteni
dos entre 8 a 10°C fueron termoresistentes. Investiga--
ciones en la Gltima decada han identificado 2 grupos de
microorganismos, los cuales pueden sobrevivir a tempera
turas de pasteurizacibn, especialmente bacterias Gram
positivas esporuladas y no esporuladas(10,13).

Washam et. al.(14) aislaron microorganismos termo
resistentes de leche pasteurizada y clasificaron estos
microorganismos que sobreviven 4 exposiciones de 71.1°C
por 16 segundos, y después incubadas a 7.2°C como los
psicrotrofos termédGricos. Los formadores de esporas
fueron identificados como especies de Bacillus y los no

formadores de esporas como especies de Corynebacterium
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y Arthrobacter. Los psicrotrofos termodGricos fueron

identificados como Bacillus subtilis, Lactobacillus

casel, Micrococcus Flavus y Streptococcus faecalis

fueron aislados de leche pasteurizada en el laboratorio
(10) . Estos microorganismos tienen tiempo de generacibn
de 7 a 27 horas por 1.7 a 7.2°C, los datos muestran que
pudieron alcanzar un nivel de poblacidn suficiente para
causar los defectos. Micrococccus y especies de Bacillus
fueron dominantes en muestras de leche cruda. Estos ter
modfiricos estaban presentes en la leche como un resulta-
do del equipo mal lavado(10),

Mikolajcik and Simons(l5) examinaron 109 muestras
de leche cruda y observaron que solamente el 13% de las
leches calentadas a 80°C por 12 minutos contenian cuen=~
tas psicrotrofas de 10 o mis por mililitro. después de
almacenadas a 7°C por 7 dias el 58% de las muestras
tienen un promedio de 340 esporas psicrotrofas por mili
litro. En otros estudios, lo no psicrotrofos fueron ais
lados de algunas leches inmediatamente después de pas--
teurizar;sin embargo, después de almacenar de 7 a 7.2°C
por 7 a 10 dfas las cuentas de psicrotrofos es entre
1 y 100 000 por mililitro(16)

Con el incremento del usoc de alta temperatura-cor

to tiempo de pasteurizacibén y el prolongado almacenaje
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,
de la leche eﬁ refrigeraci6én., La formacion de esporas
psicrotrofas puede convertirse en lo m&s importante en
la Industria Léctea., La informacién en la incidencia
de formadores de esporas psicrotrofas es limitado. Al
gunos investigadores han postulado que los formadores
de esporas psicrotrofas pueden ser variantes de forma-
dores de esporas mes6filas que se han adaptado, ellos
mismos al crecimiento a bajas temperaturas(10,15,17).

Las esporas psicrotrofas son menos resistentes
al calor que esporas mesofflicas(17,19). Existe una
correlacién entre la temperatura a la cual la espora
es producida y el grado de termolabilidad, aunque las
formadoras de esporas sobreviven a la pasteurizacién
presentan un periodo largo de adaptacién y un lento
crecimiento a 7°C(10). Algunos aislados tienen un tiem
po de generacibn de 15 a 20 horas a 7.2°C, otras espe-
cies pueden duplicarse alrededor de 7 horas a esta mis
ma temperatura(10). Muchos investigadores consideran
el deterioro por especies de Bacillus, este no es un
problama prictico hasta después de dos semanas de alma
cenado en refrigeracién.

Maxcy reporta que la leche recién pasteurizada
no contiene bacterias Gram negativas y su presencia en

la leche es un resultado de contaminacibn post-pasteuri
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zacidén. Posteriores investigaciones indican que algu-
nas bacterias Gram negativa pueden sobrevivir a tem--
peraturas de pasteurizacién(10,14). Stadhouders(10)

incluye Alcaligenes tolerans entre bacterias termore-

sistentes en leche. Estas bacterias Gram negativas
pueden causar deterioro en leche pasteurizada no con-
taminada almacenada de 6 a 20°C. Algunas cepas de co-
liformes especialmente E.coli I son resistentes al ca
lor{10). Adem8s, investigaciones con Pseudomonas mues
tran que algunas pueden sobrevivir tratamientos térmi
cos usados en la pasteurizacibn de la leche, cuando
la poblaci8n psicrotrofa inicial fuera suficientemen-
te grande el mayor crecimiento aparecer§ después de 7
dias, los psicrotrofos pueden tener dafios y necesi---
tar8n tiempo para recobrar su multiplicacién normal o
ambientarse a la nueva temperatura(20,21,22,23),

Debe tomarse en cuenta la influencia del calor
en la reduccidn logaritmica del nfimero de microorga--
nismos viables, Consecuentemente el nfmero inicial de
psicrotrofos termoresistentes en leche cruda es de
ran importancia; mientras mayor sea el n@mero de bac-
terias antes de la pasteurizacibn, mayor sera el nl--
mero de sobrevivientes por lo que se acortari la fase
lag de crécimiento y rdpidamente aparecerén defectos

de sabor y olor(9,21).
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2. El significado de la contaminacién psicrotrofa del
agua en la conservacidn de la leche,

Con el objeto de comprobar si la contaminacién
de la leche era el agua como fuente principal de bac--
terias psicr6fila psicrotrofas eﬁ la calidad de la le-
che y en la vida de anaquel de la misma.

Garcia y Pérez Gavilén realizaron un estudic en
el cual tomaron muestras de agua de 9 establos locali-
zados al norte de México, y aislaron la flora psicréfi
la psicrotrofa més abundante, a esta flora se le deter
mind su tiempo de duplicacibn a 4°C y tiempo de re----
duccibn decimal, cuadro No. 5, de estos resultados se
desprende que la contaminacibén de la flora psicrbfila

'psicrotrofa del agua serfa destrufda en su totalidad a
pesar de ser alta, por ejemplo se calculé la contamina
cién que puede ser eliminada en la pasteurizacibn len-
ta de las diferentes cepas aisladas, cuadro No. 6.

El trabajo hace notar que si la contaminacibn
psicrotrofa proveniente del agua, previa a la pasteuri
zacidén, no es la responsable de la descomposicibn de
la leche pasteurizada refrigerada a 4°C. 5in embargo,
si la contaminacibn es posterior a la pasteurizacibn,
estas bacterias si pueden ser la causa de la descompo-

sicién de la leche mantenida a 4°C(9).
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CUADRO 5

TIEMPOS DE DUPLICACION Y TIEMPOS DE PRODUCCION DECIMAL
A 63°C DE LAS BACTERIAS PSICROFILAS PSICROTROFA
AISLADAS DE LAS MUESTRAS DE AGUA

Cepa Tiempo de Tiempo de
Duplicacidn* - Reduccifn Decimal**
(horas) (s) Dg3
1A 30.35 < 40.76
1H 42.08 49,35 + 0.10
2A 13.21 < 40.19
5 A 17.18 < 39.06
6 A 15.77 < 35.74
6 B 30.57 43.24 + 0.05
10B ' 43.41 : 71.16 + 0.66
16D ! 16.85 < 40.45

* Crecimiento medido en leche descremada estéril a 4°C
** Medido en leche descremada estéril a 63°C

Gircia, R.L.M.;1985(9)
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CUADRO 6

NUMERO MAXIMO DE BACTERIAS PSICROFILAS PSICROTROFAS
QUE PUEDEN SER DESTRUIDAS DURANTE EL PROCESO DE PAS
TEURIZACION LENTA (63°C/30 MINUTOS)

CEPA CONTAMINACION MAXIMA*

(m.o./ml)
1a 1.x 1oM*
2 H L x 1036
2 A 1 x 1048
5A 1 x 10%8
6 A 1 x 1059
6B 1 x 14!
108 1 x 1025
10D 1 x 104

* Esta contaminacidén fue calculada a partir del
tiempo de reduccifn decimal.

Garcfa R.L.M., 1985(9)
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3. Influencia del almacenamiento de la leche cruda en
la conservacién de la leche pasteurizada.
Investigaciones realizadas por Garcia y Pérez

Gavilén, con el objeto de comprobar la influencia del
tiempo y la temperatura de almacenamiento de la leche
cruda, en la calidad final y la vida de anaquel de la
leche pasteurizada, tomaron muestras de 4 establos di
ferentes y almacenaron a diferentes intervalos de ti-
empo a 4 y 20°C, encontraron como lo muestra 1la £i--
gura 1, que cuando la leche cruda se almacena a 20°C,
mientras mayor sea el tiempo transcurrido entre la or
defia y la pasteurizacifn, existe una disminucidn en
la duracién de la leche pasteurizada, sin embargo
cuando la leche es pasteurizada inmediatamente des--
pués de la ordefia o bién almacenada en buenas condi--
ciones a 4°C, se observa que afin después de 51 horas
la leche al ser pasteurizada presenta una duracibn
alin mayor de treinta dias con excelentes éondiciones
bacterioldgicas; mientras que en la leche que fué al-
macenada a 4°C durante 72 horas, disminuye el tiempo
de duracién, debido al crecimiento de la flora psicrg

fila psicrotrofa.
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Todos. estos egtudios muestran que una leche pas-
teurizada inmediatamente después de la ordefia tiene
una duracifn mayor a 30 dias, cuando esta leche se man
tiene en refrigeracibn. Sin embargo estos criterios no
son utilizados en la industria de pastéurizacién de la
leche, y no han sido reportados en la literatura cri--
terios generales para que esto suceda.

Es la inteneibn de este trabajo mostrar los cri-
terios mencionados en el parrafo anterior no son sufi
cientes para que en la industria se pudiese tener le--
ches pasteurizadas de larga duraci8n a menos que exis-

tan una pasteurizacifn previa del envase.
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JUSTIFICACTION

Por lo expuesto en los incisos anteriores, puede
observarse la importancia que reoresenta aumentar la-
vida de anaquel de la leche, ya que existen problemas
complejos debido a las condiciones de produccibn y al-
macenaje de la leche, Debido a &sto no es posihble rea-
lizar un almacenamiento muy prolongado del vnroducto:
sin embargo la vida de anacquel sigue siendo corta, una
de las causas principales de esta corta duracibn es la
contaminacifn post-pasteurizacibn en el envasado. Ya
que si sobrevive o contamina una bacteria psicrotrofa
por litro, con un tiempo de duplicacién de 7 horas a
4°C esto serfa suficiente para que la vida de anaquel
de la leche fuese de 8 a 10 dfas, contaminaciones ma--
yores obviamente disminuyen esta duracién en forma muy
significativa,

El problema fundamental es eliminar las bacterias
psicr6filas psicrotrofas presentes en botellas utiliza
das en el envasado de la leche ya que dichos microoraa
nismos son los causantes directos del deterioro del
producto, por lo tanto al existir este tipo de bac----~
terias en la leche deterioran el sabor y el olor del
producto debido a su alta actividad lipolitica y pro--=

teolitica.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Demostrar que al envasar la leche en caliente se
elimina la flora psicrotrofa del envase, por tener es-

tas bacterias una resistencia térmica muy baja.

Objetivos Particulares

1) Determinar el nGmero de microorganismos presen--
tes en botellas nuevas y de 30 dias de uso.

2) Conocer la proporcién de bacterias mes6filas, co
liformes y psicr6filas presentes en las botellas

3) Determinar si con el envasado en caliente se desg
truir&n todas las bacterias psicréfilas presen--
tes en las botellas, que afectan la vida de ana-~
quel de la leche.

4) Aislar las bacterias m&s abundantes de cada mues
tra.

5) Determinar los tiempos de duplicacién de las bac
terias aisladas.

6) Conocer el tiempo de reducci6n decimal a 63°C

para cada bacteria aislada.



HIPOTESTIS
Las bacterias psicrdfilas se encuentran
proporci6n en el producto y son las causantes
terioro de la leche. 8i envasamos la leche en
te se pasteuriza el envase, siendo eliminadas
bacterias, contribuyendo asi al aumento en la

anaquel del producto.

en baja
del de-
calien-
estas

vida de
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METODGO L.O GIA
A, Determinacifn del tamafio de muestra.

Para determinar el tamafio de muestra del nfimero
de botellas es necesario establecer una diferencia'sig
nificativa(é*) al nivel de significancia(a) con una
probabilidad (P), de que la significancia, si existe

ser& hallada de acuerdo a la siguiente formula(28):

2(9y2 (¢t + t 2
n> 200 Loy * tagn - bl iyl!

de donde:

nmero de repeticiones

1

n

o desviacién tipica verdadera

é§ = la menor diferencia verdadera que se desea detec--
tar {(es necesa?io conocer f{inicamente el coeficien-
te entre ¢ y §, no sus valores reales).

y = grados de libertad de la desviacibn tipica mues---
tral YMS dentro con a grupos y n repeticiones por
grupo

o = nivel de significancia

P = probabilidad deseada de que una diferencia serd
significativa

ta(Y| y t2|1-P||Y| = valores de una tabla de la t (stu-

* Para registrar una diferencia muy aparente(un gran valor de §),
Gnicamente necesitarfamos pocas muestras, pero para una diferen
cia mds fina(un pequefic valor de #) se necesitarian muestras dec

gran tamafio.
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dent de dos colas con y grados de libertad correspon-
dientes a las probabilidades de a y 2(1-P), respectiva
mente) .

Esto se resuelve en forma interativa: esto signi
fica que probamos un valor inicial de n, a fin de obte
ner un buen valor de n. Primeramente necesitamos calcu
lar n pordué sin un valor de n no seria posible cono--

cer los grados de libertad y tampoco podriamos buscar

t.
Tomando en cuenta que:
a = 2 poblaciones diferentes (nuevas, y 30 dfas de uso)
n = 25
o = log 3 = 0.4771 x 100 = 47.71
vy = 2(25-1) = 48
a =1% = 0,01
P = 80%

t50.01(96) = 2.7045

£ (1-0.080) (96) = 1.1673

Aplicando la f6rmula inicial

n > 2e-‘l-g-g-7-1—)2(2.7045 + 1.1673)2

(1.35 32) (19.5753) = 26.49
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Utilizando un valor de n = 25 obtenemos un valor
de n = 26, sustituyendo este valor en la f6rmula ini--
cial tenemos :

n = 26
2(26-1) = 50
22 (2,7045 + 1.6264)°
(1.3532) (18.75) = 25,38

1]

¥

v

n

Cbteniéndose en esta segunda interaccibn un valor
aproximado de n = 25 botellas es el tamaflo de muestra
adecuado.

Teniendo el tamafic de muestra adecuado, del lote
de 2000 botellas se tomaron dos subloteé de 25 las
cuales fueron tapadas y etiquetadas para determinar
el nlmero de microorgznismos que existen antes, y des-

pués de una simulacién de envasado en caliente,

B) . pavado de las botellas
El lavado de las botellas se efectud de la si---
guiente forma:
a) Las botellas son remojadas en agua
b) son cepilladas con detergente y
¢) Bnjuagadas con una.'solucién de benzaldehido y
agua.

d) son escurridas en una canastilla de acero
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inoxidable (la cual es la misma en la que es transpor-

tada la leche).

C) Determinacidn de los microorganismos presentes en
las botellas de vidrio(29).
Método propueste por la "Standard Methods for

the Examination if Dairy Products" en 1941. A cada bo-
tella se le adicioné 20 ml de agua estéril, se tapb y
se agitd hasta mojar toda la superficie interna del
frasco. Se tomaron 3.5 ml de agua de enjuague, se dis-
tribuyen en txres cajas petri (2,1,0.5 ml), y se deter-
mind el nfimero de microorganismos presentes, Para la
determinacibn de las bacterias meséfilas, psicré6filas
se utilizd agar "plate count". Las placas se incubaron
a 29°C durante 48 horas para mesb6filos, vy a 4°C duran-
te 10 dfas para psicr6filos. Para determinar bacterias
coliformes se utilizé el medio de diferenciacibn agar
de bilis y rojo violeta, incubando las placas a 37°C
durante 48 hrs. El recuento de la flora se realizdé con

un contador de colonias.

D) Simulacién del envasado en caliente (SEC).
Se basa en simular un envasado de la leche en ca-

liente y dejar enfriar a 50°C y después a temperatura
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ambiente hasta su refrigeracién. Para lo cual se proce
did a hacer lo siguiente: Se calentd un litro de le-
che con agitacién constante hasta 63°C, se virtié la
leche a una botella, se toma el tiempo en que la tempe
ratura bajé a 50°C, por otro lado, a una botella que
contenia 20 ml de agua estéril, bien tapada, se sumer-
gid en un bafio hasta que alcanzé una temperatura de
63°C, se apagS el calentamiento, se tomé el tiempo en
que la temperatura lleg6 a 50°C, a cada botella se le
adicionaron 20 ml de agua estéril, se tap6 y se agitb
hasta mojar toda la superficie interna de la botella.
Inmediatamente se colocaron las botellas en bafio de
agua a 59°C, dejando que las botellas alcanzaran esta
temperatura, se apaga el calentamiento, y se dejan has
ta que estén a una temperatura de 50°C, cuantificar el
nimero de microorganismos presentes por el método men-
cionado en el inciso anterior para cuentas de mes&fi-

los, coliformes y psicr6filos.

E) Determinaci6n del tiempo de duplicacibn.

De las bacterias psicréfilas gue crecieron des-
pués de una simulacifn de envasado en caliente, se ais
laron en placas de agar "plate count" por siembra por

estrfa, a estas bacterias aisladas se les determind el
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el tiempo de duplicacién, sembrando los microorganis--
mos en tubos con leche descremada estéril al 11% de s6
lidos. Posteriormente se incubaron durante 72 horas a
29°C, Pasado el tiempo de incubacién se tomo un inbcu-
lo de 1 ml pasandolo a botellas con 99 ml de leche des
cremada estéril. Las botellas se incubaron a 4°C duran
te 10 dias realizando cuentas diarias por el método de
placa de Koch.

Las pruebas se realizaron por triplicado para ca
da bacteria con el fin de obtener una mayor signifi--
cancia en las mediciones.

El célculo de tiempo de duplicacifn o tiempo de

generacién (G) se llevé a cabo mediante las siguientes

fSrmulas:
log N, - log N,
n =
1og2
t
G="n
donde:
NO = nfimero de bacterias en el punto inferior de la
pendiente
Nl = nfimero de bacterias en el punto superior de la
pendiente
t = tiempo (lapso entre Ng v Nl).
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=]
it

nimero de biparticiones

]
]

tiempo de generacibn

P. Determinacién del tiempo de réduccién decimal.

A 'las bacterias que presentaron crecimiento en
leche a 4°C, se tifieron mediante tincién de Gram(30),
y se observaron los frotis al microscopio para obtener
datos acerca de su morfologia . A estas bacterias se
les determiné el tiempo de reduccién decimal basado en
el método de Esty y Williams(31). Se inoculd 1 ml de
leche descremada al 11% de s6lidos con una concentra--
cién de entre 106 v 107 m.o./ml de cada cepa en tubos
de vidrio de 13 x 100 sellados con tap6n de latex, con
teniendo 4 ml de leche estéril. Se inocularon siete tu
bos por cada cepa, los cuales fueron sumergidos en un
bafio marfa a 63°C., Uno a uno los tubos fueron retira--
dos cada 5 minutos para tomar muestras a diferentes
tiempos. Las miestras se determinan por el mé&todo de
placa de Koch, incub&ndolas 72 horas a 29°C. Pasado el
tiempo de incubacidén se hizo la cuenta de colonias por
medio de un contador de colonias!(8).

Para calcular el tiempo de reduccibn decimal (D)

a 63°C se utilizé la siguiente f6rmula:
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D = t
log Ng - log Ny

donde :

D tiempo de reduccibn decimal

i}

t tiempo de calentamiento en minutos
No = nfimero inicial de m.o.

nimero final de m.o.

Nt

G) Coloracifn de Shaeffer y Fulton
a) Fijar el frotis con calor
b) Verde malaquita al 5% calentar a emisién de va-
por un minuto
c) Lavar con agua
d) Safranina 15 segundos
e) Lavar con agua
f) Dejar secar
g) Observar al microscopio con objetivo de inmer-—

sibn.
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RESULTADOS ¥ DISCUCION
Cuantificacién de los microorganismos presentes
en las botellas de vidrio.

En el cuadro No. 7, se muestra el promedio y la
desviacidn estandar de la flora mes6fila (bacterias,
hongos y coliformes), y de la flora psicrb6fila (bac--
terias, hongos) presentes en botellas antes, y después
de 30 dias de uso.

En la figura 2, se muestra el porciento de la
flora meséfila en envases antes, y despufs de 30 dias
de uso, con .y sin simulacibn de envasado en caliente,
encontréndose que en los envases antes de ser usados
el promedio de la flora mes6fila es de 1,183 microor-
ganismos por envase existiendo un 91.63% de bacterias;
0.33% de coliformes y 8.03% de hongos; con la simula-
cién de envasado en caliente, el promedio de la flora
mes6fila se reduce el 86.99%, encontréndose en forma
residual 10.48% de bacterias, 0.08% de coliformes y
2,45% de hongos. En los envases de 30 dias de uso el
promedio de la flora mes6fila es de 1,485 microorga--
nismos por envase, existiendo 92.25% de bacterias,
0.50 de coliformes y 7.74% de hongos, con la simula--
cibn de envasado en caliente, el promedio de la flora

mes6fila se reduce el 70.31%, encontrandose en forma



CONTAMINACION DE ENVASES DE VIDRIO PARA EMBOTELLAR LECHE

CUADRO 7

No. de _ MESOFILOS PSICROFILOS
Lavadas Tratzmiento
Coliformes| Bacterias Hongos Total Bacterias Hongos Total
0 sin SEC* 4 +7 1084 + 796 | 100 + 56 | 1183 + 825 72 + 59 43 + 23] 115 + 66
0 Con SEC. 0.96 + 2 124 + 71 29 + 24 156 + 87 1+ 2 0.24 + 1 1+3
30 Sin SEC 9 + 15 1370 + 954 [ 115 + 71 | 1485 + 10131133 + 245 13 + 16 | 147 + 244
30 Con SEC 2+ 4 382 + 469 58 + 69 441 + 513 |3.41 + 5 0.35 + 1 3+5
I
* SEC Simulaci6én de Envasado en Caliente.

(33




40

100 NUEVA S 30 DI A S
90+ ] ]
80}
A zBACTERIAS
8 = COLIFORMES
;\? 70_ C = HONGOS
N
L2
O 60f
£
8]
c
o 50"‘
o
| 'S
o
O 40t
L2
E 30
20
10} H
AlBilC AlB AlBicC AlBre
ok | | ]

ANTES DESPUES* ANTES DESPUES*

FIGURA 2 EL PORCIENTO DE LA FLORA MESOFILA PRESENTE EN ENVASES
DE VIDRIO ANTES, Y DESPUES DE 30 DIAS DE USO.

Simulacién de Envasado en Caliente



41

residual 25.72% de bacterias, 0.135% de coliformes y
3.9% de hongos.

En la figura 3, se muestra el porciento de la
flora psicr6fila en envases antes, y despufs de 36
dfas de uso, con y sin simulacifén de envasado en ca--
liente, encontrandose que en los envases antes de ser
usados el promedio de la flora psicr6fila es de 115
microorganismos por envase, existiendo 62.61% de bac-
terias, 37.39% de hongos; con la simulacifn de envasa
do en caliente, el promedio de la flora psicréfila se
reduce el 98.76%; encontrandose en forma_residual
1.034% de bacterias y0.206% de hongos. En los envases
de 30 dfas de uso el promedio de la flora psicré6fila
presente es de 147 microorganismos por envase, exis<-
tiendo 50.98% de bacterias y 9.02% de hongos; con 1la
simulacifn de envasado en caliente, el promedio de la
flora se reduce el 97.72%, encontrandose en forma re-

sidual 2,3% de bacterias y 0.23% de hongos.

Morfologia de las bacterias psicr&filas.
El tipo de crecimiento y caracteristicas morfo-
lbgicas se presentan en el cuadro No. 8, de lag 12

cepas psicrofilas aisladas a 4°C
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CUADRO 8

MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS DESARROLLADAS POR LAS CEPAS
PSICROFILAS PSICROTROFAS AISLADAS DE LOS ENVASES DE VI

DRIO
CEPA COLOR TIPO DE CRECIMIENTO FORMA
EN EL AGAR
M1 Crema Sumergido Redonda
M2 Crema Sumergido Redonda
M3 Crema Sumergido Redonda
M4 Crema Sumergido Redonda
M5 Crema ‘Superficial . " Redonda
M6 Crema Sumergido Ovalada
M7 Crema Sumergido Ovalada
M8 Crema Superficial Redonda
M9 Crema . Superficial Redonda
M10 Crema Sumergido Redonda
M11 Blanca Sumergido Redonda

M12 Blanca Sumergido Redonda
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Determinacién de los tiempos de duplicacibén a 4°C.

Los tiempos de duplicacidn a 4°C se pudieron de-
terminar a 2 de las 12 bacterias psicr6filas aisladas
de los envases de vidrio después.de 30 dfas de uso.

La evolucidn de crecimiento de las bacterias psi
cr6filas se presentan en la gr&fica 1 a 12. En la gré-
fica 1 y 2 se puede apreciar el crecimiento de dos ce-
pas aisladas. En la gr&fica 3 al tercer dia decrece el
nimero de microorganismos, en la grifica 4 a’ 8, desde
el segundo dia existen cuentas menores de 10 x 104 mi-
crooorganismoslpor mililitro; en la grafica 9 y 10, de
las cepas aisladas, al segundo dia existen cuentas me-

nores de 10 x 103

microorganismos por mililitro; en la
gr8fica 11 y 12, desde el inicio se observan gue ape-r
nas si existen 10 x 102 microorganismos por mililitro,
lo cual muestra la incapacidad de estas bacterias para
crecer a 4°C utilizando como sustrato leche.

A las bacterias capaces de desarrollarse en le-
che a 4°C, se les determind el tiempo de duplicacién
a 4bc y tiempo de reduccién decimal (D63°C)' siendo

de
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 9.
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L
Inicial 2 4 6 8 10

Gr&fica 1. Crecimiento medido en leche descremada esté&-
ril a 4°C durante 10 dfas. Cada punto de la gréfica re-
presenta la media : D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 6.
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Gr&fica 2. Crecimiento medido en leche descremada esté-
ril a 4°C durante 10 dias. Cada punto de la gréfica re-
presenta la media t+ D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 8.
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Grafica 3. Crecimiento medido en leche descremada esté-
ril a 4°C durante 10 dfas. Cada punto de la gréfica re-
presenta la media + D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 5.
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Gr&fica 4. Crecimiento medido en leche descremada esté-
ril a 4°C durante 10 dfas. Cada punto de la gréfica re-
presenta la media * D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 1.
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Gréfica 5. Crecimiento medido en leche descremada est-
ril a 4°C durante 10 dias. Cada punto de la gré&fica re-
presenta la media * D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 4.
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Grafica 6. Crecimiento medido en leche descremad§ esté-
ril a 4°C durante 10 dias. Cada punto de la grdfica re-
presenta la media ¢+ D.E. de 3 determinaciones.
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PSICROFILAS AISLADAS DE
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 11.
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Gr&fica 8. Crecimiento medido en leche descremada esté-
ril a 4°C durante 10 dias. Cada punto de la gréfica re-
presenta la media # D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 10.
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Gr&fica 9. Crecimiento medido en leche descremada esté-—
ril a 4°C durante 10 dias. Cada punto de la gréfica re—
presenta la media + D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 12,
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Gréfica 10. Crecimiento medido en leche descremada esté
ril a 4°C durante 10 dfas. Cada punto de la gr&fica re-
presenta la media # D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 3.
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Grafica 11. Crecimiento medido en leche descremada esté-
ril a 4°C durante 10 dfas. Cada punto de la gré&fica re-
presenta la media ¢ D.E. de 3 determinaciones.
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CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PSICROFILAS AISLADAS DE
ENVASES, DESPUES DE 30 DIAS DE USO. M 2.
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Gréafica 12. Crecimiento medido en leche descremada esté

xril a 4°C durante 10 dias. Cada punto de la gréfica re-
presenta la media * D.E. de 3 determinaciones.
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Tiempo de Tiempo de
Cepa buplicacién Reduccibn Decimal
(4°c) {Dg3oc)
M6 35.06 horas
M9 34.06 horas 57.55 segundos

La cepa M6 como lo muestra la grifica 13, duran-
te un calentamiento a 63°C por 1 hora, a los 20 minu--
tos un porcentaje de la poblacifn (29%) es destruida,
durante los 40 minutos restantes el nfimero de microor-
ganismos es constante por lo cual se aumenté la tem—=--
peratura siendo de 75°C, encontrindose que tienen el
mismo comportamiento que a 63°C como se muestra en la
gré&fica 13, por lo cual no cumple la "Ley de la Des—--
truccibn térmica", ya que esta es una recta como se
muestra en la figura 4. Por lo tanto se pens6: a) que
existfan dos poblaciones diferentes, b) la cepa es
esporulada. Entonces se procedio a sembrarlas por el
método de estria en 4 medios diferentes (Medio para
Métodos Standar, Lee, Bilis y Rojo de Violeta, APT )
encontrandose que solo existfa un tipo de colonia, por
lo tanto se procedié a incubarlas durante 72 horas a
29°C tomando muestras cada 12 horas, A estas muestras
se les hizo cuenta microbiol6gica y tincifn de esporas
antes y después de pasteurizada, encontridndose que en

las muestras tomadas cada 12 horas el nmero
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Gréfica 13 Determinacién del Tiempo de Reduccifn
Decimal (D) a 63 y 75°C
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a)

N log N log Ny=log No- _B_

Tiempo de calentamiento a.T °C
(min)

b)
log D

Temperatura °C

FIGURA 4 LEY DE LA DESTRUCCION TERMICA EXPRESADA
COMO: a) Curva de Supervivencia, b)Curva
de Tiempo de Reduccién Té&rmica
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de microorganismos que sobreviven la pasteurizacién,
independientemente del nfimero inicial de microorganis-
mos, se mantiene constante como se muestra en la gréfi
ca 14, ne se identificaron esporas, por lo anteriof es
ta bacteria es termoresistente a estas temperaturas(63
y 75°C), y no esporulada.

Moats en 1975(33) en su investigacibn "Interpre-~
tation of Nonlogarithmic Survivor Curves of Heated"
encontré que varios autores proponen diversas hipSte--
sis sobre el comportamiento del tiempo de reduccibn
decimal (D) de algunas bacterias:

a) Stumbo (1965),Rieman (1963), proponen que
existe una formacibén de aglomeraciones de las bacterias
durante el calentamiento. En base a esto se explica
gue al inicio de la grdfica las cuentas microbianas
sean bajas, pero no debido a la mortalidad, sino a las
aglomeraciones previas de las bacterias por lo que re-
sultan cuentas erroneas.

b} Vas and Proszt (1957); Migaki and McCulloch
(1949), propone que este tipo de curvas se debe a fac-
tores fisiol6gicos y no genéticos ya que es caracterig
tico de microorganismos tratados térmicamente de un
cultivo como del subcultivo del mismo, encontrando que

no existen diferencias en la termoresistencia.
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c} Rahn {1945) and Schmidt (1957}, propone que a

4 a 105 bacterias la

concentraciones iniciales de 10
muerte t&rmica de las bacterias no es verdaderamente

logaritmica, por lo tanto el D calculado de la extrapo
lacifn es erroneo., Sin embargo al aumentar la concentra

3 bacterias) el D calculado se

cibn . inicial (10% a 10
acerca mds al real,

d) Olson (1955), Moats (1971), propone que la
muerte ocurre de la inactivacién de una fraccién de si
tios criticos miltiples de las bacterias la cual puede
reparar los dafios causados durante el calentamiento y
poder sebrevivir.

De acuerdo a lo anterior se propone la siguien-
te hipbtesis: Las bacterias se pegan al vidrio y no re
ciben el mismo efecto de calor gue las gue estan en
contacto con el agqua, por lo cual estas bacterias
pueden sobrevivir..Lo que se recomienda es que al de--
terminar el tiempo de reduccibn decimal ademis de‘que
los tubos son sumergidos en el agua, estos estuvieran
en agitacibn constante para que todas las bacterias
recibieran el mismo efecto de calor y se pudiera com-

probar si existe una destruccifn térmica o es termo--

resistente.
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CONCLUSIONES
Con el envasado en caliente se elimina entre un
70.31% y un 91.63% de la flora mesSfila total de

los envases de vidrio tipo "Bimbo".

Se elimina entre el 97.72% y el 98.76% de la flora

psicrb6fila del envase.

La flora psicr6fila remanente, 1 a 3 bacterias por

envase, de las 12 aisladas, Gnicamente pudieron

‘crecer en leche a 4°C, 2 bacterias con un tiempo

de duplicacién de 35 horas.

Si se tuviera una contaminacién con las cepas rema
nente, 1 a 3 bacterias por envase. con un tiempo
de duplicacibdn a 4°C de 35 horas, la vida de ana--

quel de la leche serfa de 30 a 34 dias,

Por lo anterior se concluye que la pasteurizacién
de la leche inmediatamente después de la ordena y
envasada en caliente para pasteurizar el envase ¥
mantenida en refrigeracibfn tiene una vida de ana-~-

quel mayor a 30 dias.
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