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RESUMEN

EVALUACION DE LA FABRICACION DE QUESO TIPO OAXACA
A PARTIR DE LECHE PASTEURIZADA Y DE LECHE CRUDA

Carlos M. Verrey Casillas

Asesoras: Quimica Marfa Luisa Brech de Rivera
MVZ, Radl Vargas Garcia

Este trabajo se realiz6 con el objeto de resaltar la importancia
y accesibilidad de transformar la leche en queso tipo Oaxaca como un
medio de conservacién en algunas regiones del pafs donde la leche se
acidifica sin intervencifén de tecnologfa alguna.

Se mencionan algunos aspectos de la recepcibn y almacenamiento de
la leche en la planta industrial, as{ como la descripcibn de las prue-
bas para determinar porcentaje de grasa, acidez, porcentaje de s6lidos
totales, densidad, presencia de neutralizantes, punto de congelacién y
prueba del alcohol, seleccionadas para evaluar en el laboratorio la le
che destinada a queseria,

Se describen los procedimientos de elaboraciédn industrial (leche
pasteurizada) y rGsticO (leche cruda) con apego a los principios gene-
rales de la lactologfa incluyendo, entre otros, la depuracibn de la le
che, estandarizacién, pasteurizacién, preparacién de fermentos licti-
cos, acondicionamiento y coagulacién de la leche, corte y desuerado de
la cuajada, asi como las operaciones de manipulacibn y tratamiento de
la cuajada que llevan a la obtenci6n de queso Oaxaca. La descripcién
del procedimiento rdGstico se apoya en la descripcidn industrial de los
puntos afines a la tecnoclogfa, omitiendo o agregando los aspectos nece
sarios.

Se realizaron cinco pruebas para cada procedimiento empleando
aproximadamente 400 litros de leche en cada prueba.

Se presentan los resultados de la evaluacidn de la leche de cada
prueba y del acondicionamiento y coagulaci6n, as! como de la manipula-
cibn y tratamiento de la cuajada relacion&ndose con las condiciones ge
nerales de trabajo y las particularidades tecnol6gicas de cada procedl
miento, lo que llev8 a sugerir que se realicen modificaciones en los
procedimientos de elaboracifn para incrementar el rendimiento.

Se presenta la descoripcién de cada una de las pruebas efectuadas
para el Control de Calidad del producto terminado, as{ como los resul-
tados obtenidos del anflisis de las muestras de ambos procedimientos y
se sugiere un Anteproyecto de Norma Oficial Mexicana para "Queso Oaxa-
c¢a", como primer paso en la reylamentacién de este producto, proponién
dose para las especificaciones fisicoquimicas, los valores de 23% de
grasa, minimo 24% de protefnas, mfximo 48% de humedad, minimo 52% de
g6lidos totales, minimo 5% de cenfzas, pH de 5 y fosfatasa negativa;
en las especificaciones microbiolégicas, las cifras de m&ximo 5,000
col/g en la cuenta de coliformes, menos de 10 col/g en la cuenta de co
liformes fecalegs, negativo en 20 ¢ para invesatigacifn de salmonela, m§
ximo 1,000 col/g en cuenta de estafilococo fureo, coagulasa pogitiva y
midximo 20 col/g en el conteo de hongos y levaduras.
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INTRODUCCION

El Instituto Nacional de la Leche, cita que en 1979,
la produccifn nacional fue del orden de 6,913'771,000 litros,
de los cuales 96,07% correspondieron a leche de vaca. (49)

El destino del volumen producido, tuvo su distribu-
cién en el rubro de industrializacién, en un 30.89%. De
ello, el 11.19 y el 19.70%, fue canalizada a leches indus-
trializadas y productos derivados, respectivamente; a pasteu
rizacién el 23.11% y es de sefalarse que como leche bronca,
ge manejé un 46% del total. (49)

El consumo de leche bronca obedece a mlltiples cau-
sas cuya complejidad impide hacer generalizaciones a nivel
nacional y en el nivel regional frecuentemente escapan mu-
chos factores al andlisis., Debe considerarse en general la
convergencia de causas econfmicas y culturales que muchas ve
ces son contradictorias, o bien, simplemente van cambiando ™
con el tiempo.

Algunas de las opiniones actuales mis sobresalientes
explican que el consumo elevado de leche bronca se debe al
nfimero insuficiente de plantas pasteurizadoras en el pais.
Segdn otras opiniones, aungue el nfimero de plantas es eleva-
do, la gran mayorfa no refine las caracterfsticas técnicas ne
cesarias para pasteurizar el producto con eficiencia, (27)
En 1979, el nmero de plantas pasteurizadoras en el pafls era
de 131, de las cuales 16 pasteurizaban entre 150,001 vy
775,000 litros al dfa, 44 de ellas, wmés de 50,001 litros y
el resto cantidades menorea. (49)

México cuenta con muchas reqiones que presentan tem-
poradag de clima caluroso {altamente propicio al desarrollo
microbiano), en las cuales no sicmpre hay oportunidad de en-
friar la leche inmediatamente despuls del ordeno. La disper
516n geogr&fica de los nlcleos productores explica en parte
esa imposibilidad. La recoylda de la leche se encarece y di
ficulta por la falta de infraestructura y recursos econmi-
cos para transportarla.
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Otro factor contribuyente es una reglamentacién y
normalizacién inadecuadas., A este respecto se reporta (20)
que los precios que actualmente se pagan por la leche pas-
teurizada al productor en algunos estados de la Repftblica,
Oaxaca, por ejemplo, comparados con el precio de la leche
bronca al productor, son mucho mencres:

"La leche bronca se paga mucho mejor que la le-
che pasteurizada, con las consecuencias obvias que
a esto sigue: primero, para la leche pasteurizada,
por razén natural, sabemos que hay altos costos en
producci6n por el tipo de ganado que la genera y
ademds por todo el proceso al que se tiene que so-
meter: el control de precio y el control sanitario
que se exige, por lo tanto, los midrgenes de utili-
dad de este producto estdn siendo minimos y en oca
siones totalmente inexistentes. Por lo que respec
ta a la leche bronca no hay control sanitario, hay
un precio que por lo tanto es libre y desde luego,
va a generar muchos mayores dividendos tanto al
productor como al introductor",

Si la leche pasteurizada es la m&s barata, sefala el
Director del Instituto Nacional de la Leche, es la que nis
se debe consumir, sin embargo, cita que en el estado de Oaxa
ca, solamente el 3.5% del total de leche que se consume es
pasteurizada y el 96% es bronca y se consume a un precio mu-
cho mis elevado. Mis adelante agrega: "La leche pasteuriza-
da egtd dejando de existir por una razdén perfectamente natu-
ral: no es redituable producir leche pasteurizada",

Todo congumo de leche o de productos licteos por las
poblaciones autfctonas de las regiones tropicales menos desa
rrolladas cultural y econfmicamente, depende de las costum-
bres alimenticias tradicionales., Estos hébitos son el resul
tado de una experiencia multicentenaria que llevé a un per-
fecto ajuste la naturaleza bioldgica de la leche y las condi
ciones del clima. (90)

El consumo de leche bronca se acenttda en las regio-
nes tropicales, cuyas caracteristicas climatolégicas hacen
que la produccién y conservacidn de la leche requieran mayo-
res culdados y demanden una efectiva participacién tecnolfqgi
Cal

“Lag propledades de resistencia de la leche a
la acidificacifsn, tienen un valor muy relative,
va que no zon tan manifiestas para poder poner
las leches tropicales al abrigo de las nefastas
consecuencias ejercidas por el elevado nmero de
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causas que actfian desfavorablemente sobre la vida
comercial de la leche, creando en su conjunto, uno
de los mayores problemas con que la lecherfa tropi
cal se ha de enfrentar al tener en cuenta su desa-
rrollo". (90)

El 46% de la leche producida actualmente no se consu
me bajo vigilancia sanitaria y sabemos gue una gran parte no
se aprovecha 6ptimamente. Las necesidades de leche aumenta-
rdn a la par gque la poblacién (en 1977 el déficit nacional
de leche se considerd de 5,346'700 000 litros, teniendo en
cuenta una poblacién de 64.6 millones de habitantes; 27).

Se espera que la produccibén de leche se incremente, pero des
graciadamente, también se calcula un aumento de la importa-
cién de leche en polvo. (27) <on relacién a la leche bronca,
las estadisticas revelan que en 1976 un 23.4% de la leche se
pasteurizaba, 44% se consumfa como leche bronca, y un 31% se
iba a la industria. En 1980 se esperaba que s6lo el 22.6%
se pasteurizara y bastante mds se canalizara como leche bron
da, y para 1982, si sique esta tendencia, la cantidad de le-
che pasteurizada se verd disminuida al 19.9%, la leche a la
industria crecerd un poco, pero la gque mds crecerd definiti-
vamente, seri la leche que se venda como leche bronca. (20)

El traslado de la leche en penosas y lentas condicio
nes conducirfa a su acidificacibn por la accién de los gérme
nes l8cticos y cuando su pH es inferior a 6 no se puede pas-
teurizar porque el calor del tratamiento precipita la casel-
na y ocasiona trastornos en los pasteurizadores; (12) el pH
de 6 equivale aproximadamente entre 24-27°D, Las plantas
pasteurizadoras no reciben la leche a partir de gque &sta al-
canza 18°D de acidez titulable. La leche bronca termina por
congumirse en los lugares de produccidn,

Cuandn se desea transformar la leche en las regiones
tropicales, lo mds comGn son las leches fermentadas o Acidas,
las leches cuajadas y otros productos; pero también es facti
ble, cuando una leche se ha acidificado (natural o artifi-
cialmente), elaborar varios tipos de queso, entre los cuales
tenemos principalmente al Mozzarella, Provolone {en sus di-
versas formas y dimensiones identificadas por un nombre més
o menos distinto), Caciocavallo, Scamorze en Ttalia, y en M&
xico, uno muy com@n y de gran aceptacién es el llamado queso
Oaxaca, Asadero o Quusillo que se fabrica en gran parte del
territorio nacional {(que requiere muy poca techologfa y mano
de obra y permite la utilizacién de leches &cidas), logrando
asf alargar el perfodo de conservacitn de la leche y confi-
ri&ndole agradables caracteristicas de sabor,

El queso, como tal, representa uno de los alimentos
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mds varlados y gustados a lo largo de la historia; desde su
origen, reconocidos su valor nutritivo y sus propiedades de
conservacién, los distintos pafses productores realizan es-
fuerzos para mejorar la calidad y el sabor de sus productos
a través de reglamentos y normas que aseguren también su con
trol sanitario y la estandarizacién de las técnicas de elabo
racidn.

Si consideramos la calidad de la proteina léctea
(contenido en amino&cidos esenciales), asi como el elevado
porcentaje en que se presenta en el queso, junto con otros
constituyentes tales como grasa, sales minerales, vitaminas,
etc., es ain eh la actualidad un producto barato y accesible
gue cumple en gran parte los requerimientos de una alimenta-
cién sana y completa,

La mayorlfa de los productores no someten su leche
(acidificada o no) a las condiciones de las plantas pasteurl
zadoras, optando definitivamente por mayores beneficios eco-
némicos con la venta de la leche bronca. Sin embargo, al
transformar dicha leche en queso y una vez establecidos un
mercado y una demanda, las inversiones iniciales se justifi-
can y las ganancias ser&n mucho mayores.

Uno de los principales objetivos de la Medicina Vete
rinaria es el de la produccién de alimentos aptos para el
consumo humano. La produccién de leche en calidad y canti-
dad, debe ocupar un lugar privilegiado dadas sus magnhificas
caracterfsticas. 8Sin embargo, no basta producir leche, ésta
debe seguir la llamada cadena de refrigeracién a todo lo lar
go de su existencia; desde su obtencién a partir de la ubre

bovina, hasta su exposicién a la venta y atn dentro del ho-
gar,

L.a pasteurizacién, tiene lugar en un punto de la ca-~
dena de frfo, A partir de ahi, se decide si la leche se con
sumird flufda, se someter§ a algfin proceso industrial o ze
transformar8 en alqgin producto ldcteo, Pero siempre que asf
se requiera deberd continuar bajo vigilancia sanitaria hasta
llegar al consumidor., Cuando falta este control, todo el
tiempo, conocimientos, esfuerzos, etc. que fmplicaron su pro
duccifn y/o la elaboraci6n de productos, tanto por el aspec-
to econdmico como por el social, quedan al final nulificados,

La profesifn veterinaria objetard siempre el consumo
de leche bronca en conocimiento de las posibles consecuencias
que acarrea {tales como enfermedades ¢ Intoxicaciones); con-
tribuird a la formulacitn de normas y reglamentos que prohi-
ban dicho consumo; difundirf los conocimientos que adviertan
el peligro e instruyan sobire su consumo, etc,; pero mientras



el desarrollo social no alcance, cultural, econfmica y tecno
l6gicamente a todas las regiones necesitadas del pais, la
profesién presentari alternativas frente a circunstancias
por demds reales.

El presente trabajo tiene como objetivo primordial,
resaltar la importancia y accesibilidad de transformar la le
che en gueso como un medio de conservacién y en especial pa-
ra aquella que se acidifica inevitablemente en algunas regio
nes del paifs sin intervencién de tecnologfa alquna. Por
ello, se escogi6 el queso tipo Oaxaca y los procedimientos
de fabricaci6n se dividieron en Industrial (con leche pasteu
rizada) y Rstico (con leche cruda), apoy&ndose deliberada~-
mente este Gltimo en la descripcién industrial, por conside-
rarse que de este modo no s6lo se refuerza el acercamiento
entre los dos procedimientos, sino que la consulta obligada
de algunos incisos correspondientes, hace que la comprensién
del proceso se amplie y enriquezca.

El marco tebrico que continuamente se cita como refe
rencia no es m&s que una gufa que pretende comunicar el vas-
to trasfondo que existe al fabricar queso. Naturalmente,
las caracteristicas definidas para el queso tipo Oaxaca (que
so fresco) dejan fuera la posibilidad de mencionar otros as~
pectos de la tecnologfa quesera, tales como las interaccio-
nes de tipo bioquimico que tienen lugar en otros quesos du-
rante su maduracién o afinado.

Las precisiones elementales o la excesiva descrip-
cién a que se recurre en algunas ocasjiones, encuentran su
justificacifn, primero, por ser este un trabajo dirigido a
cualquier persona interesada y con un minimo de la prepara-
¢ién requerida; y segundo, porque los factores que se dan ci
ta en la produccién de queso son tan numerosos, que Gnicamcn
te la mejor comprensién de cada uno permitird abaycar el cog
junto de ellos y sus interrelaciones,

e procurf incluir otros aspectos que proporcionarén
un sentido de continuidad al trabajo; tal es el caso de la
“Recepeidn y Almacenamicente de la Leche", en donde, aunque
muy brevemente se mencionan alqunos aspectos tebrico-pricti-
co8 gue contribuyen a conservar la calidad inicial de la le-
che que se recibe.

lLa evaluacidn de la leche, previa a su transformpa-
cifn, incluye la apreciacifn organoléptica y una idea gene-
ral sobre su composiciGn y su variabilidad; la evaluacién de
la leche se realiza desde 1 punto de vista de queserfa y
pensando en las minimas condiciones de trabajo, por lo que
finicamente se seleccionaron alyunas pruchas de interés y con
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carfcter préctico para el andlisis filsico~quimico de la le-
che,

En el "Control de Calidad” se incluyen algunos con-
ceptos de apreciacifén y algunas especificaciones ffsico-qui-
micas y microbiol6gicas que pueden practicarse en el produc-
to terminado. Naturalmente, todo esto es sujeto de discu~
s8i6n posterior en el capftulo correspondiente.

Los Resultados, el Anflisis y Discusibn, asf como
las Conclusiones y Sugerencias, forman parte del conjunto es
gquemético en que se presenta el trabajo y esperamos que al
jgual que los puntos anteriores, integren un panorama gene-

ral que, aunque muy modesto, resulte de utilidad para quien
lo consulte.
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El lugar que la planta de licteos destina a la recep
cién de la leche, comunmente llamado "plataforma de recep-
cibén" (89), constituye la prolongacién de la recoleccién de
la leche, por ello, su organizacién racional regula el traba
jo en todos los departamentos y secciones de la fdbrica; se
le considera uno de los centros vitales de la empresa.

La recepcifén de la leche puede ser centralizada, si
Esta se recibe en la planta directamente de las explotacio-
nes agricolas, o bien, recepcién descentralizada, cuando la
central dispone de establecimientos receptores delegados, en
donde los distintos productores entregan su leche sin tener
que cubrir la distancia completa hasta la planta.

En nuestro medio, la recepcién se verifica preferen-
temente en el centro industrial y generalmente se trata de
recepcibn en clntaros o bidones y recepcién en camiones cis-
terna. Es necesario que los productores observen estricta-
mente las normas de higiene y las horas de recepcifén de le-
che en la f4brica o en sus explotaciones, para evitar el re-
trasc de las operaciones y la acidificacién de la leche., En
la recepcién deber8 contarse con libros en los que se anotan
el lugar de origen de la leche, nfmero de litros o kilogra-
mos y demds datos pertinentes o convenidos con el productor
(porcentaje de grasa, acidez, temperatura, etc.).

Una seccidn de recepcei6én bien organizada reviste im-~
portancia econfmica en cuante a ahorro de tiempo, rendimien-
to de mdquinas y aparatos y economfa de energfa. (78)

1.1  RECEPCION EN CANTAROS O BIDONES

Los bildones, que generalmente son de volumen y mate-
rial variables, llegan a la planta industrial en vehifculos
de transporte que se aproximan a la plataforma de recepcién
(si €ste existe) para su descarga,

La recogida mediante bidones presenta la ventaja de
permitir la individualizacién de los suministros hasta la re
cepcibn. (1)




Los envases se vacian a mano en los tanques de alma-
cenamiento o en los recipientes de las bAsculas de donde se
toman las muestras para el control de laboratorio (ver II.
Evaluacién de la Leche).

Los bidones vacios se conducen al lugar destinado pa
ra su sanitizaci6n (lavado y desinfeccifn) que se realiza ma
nual o auntomiticamente, dependiendo de las instalacionhes.

Es preferible que la planta tenga sus propios bidones.

Es comdn que una vez limpios y escurridos los clnta-
ros se dispongan para el transporte del suero de queserfa,
Sin embargo, el retorno de subproductos a la granja en los
mismos bidones destinados a la leche, es una préctica peli-
grosa. (1) El suero de queserfa esti siempre muy contamina-
do por lo que deber&n disponerse bidones destinados exclusi~
vamente para el suero y marcados de algln modo para distin-
guirlos de los que solamente contendrén leche,

El transporte en bidones metdlicos tiene varios in-
convenientes, entre ellos: el peso elevado de los recipien~
tes, la capacidad del vehiculo se reduce, el mantenimiento
de un gran nfimero de bidones ocupa mucho tiempo, personal,
etc., cuando no se cuenta con méquina lavadora, etc. Cuando
los bidones son de pléstico también presentan algunas desven
tajas: dificultan el enfriamiento de la leche contenida en
ellos, su ligereza no es compatible con el buen funcionamien
to del material automftico de lavado, las frecuentes rajadu-

ras interiores albergan flora contaminante muy diffcil de
erradicar, etc.

—v

1.2 RECEPCION EN CISTERNAS

Cuando el camién cisterna llega a la planta, las
miestras de leche para el anflisis deben tomarse de la cis-
terna llena. La leche pasa despufs por medio de bombas o
por diferencia de nivel al equipo de medicidn para determi-

nar el peso, y después al depésito de almacenamiento pre-
vio, (78)

Entre las ventajas que ofrece el transporte de leche
en camiones cisterna podemss mencionar la economfa en la ma-
no de obra, equipo y otros servicios, evitando la necesidad
de suministrar, mantener y reemplazar bidones, asf{ como la
limpieza e higienizacifn de les mismos; la leche est8 menos



expuesta a la contaminacién, hay menos pérdidas en el trans-
porte, etc.

La cisterna, al igual que los cdntaros, deberd lavar
se y desinfectarse en forma correcta para poder disponer de”
ella nuevamente,

Es oportuno hacer hincapié en que seglin una f£6rmula
frecuentemente citada, "las fabricas deben ser primero, em-
presas de transporte". (89) Es indudable que si el transpor
te se realiza bajo la responsabilidad de la fdbrica por per-
gsonal competente habrd mayor interés en conservar la calidad
higiénica inicial de la leche.

Otra forma de recepcién, afin poco usual en México,
es por medio de tuberias desde 1la granja a la fébrica.

1.3 APTITUD DE LA LECHE PARA PERMITIR EL
DESARROLLO MICROBIANO

Tras el oxdeno, la leche forma en los recipientes
una masa tibia cuya temperatura se acerca a los 33°C y que
se enfrfa muy lentamente al aire, aunque el ambiente sea
fresco. La leche del ordeno de la tarde puede de esta forma
permanecer 10 a 12 horas-a una temperatura gue decrece poco
a poco de 33° a unos 20°C; es decir, cn condiciones nuy favo
rables para la multiplicaci6n de numerosas especioes bavtorjg
nas mes6filas, Esta multiplicacién se produce a una veloci-
dad variable scyfin las leches. (1)

La microflora que contamina la leche después del or-
defio, no sucle desarrollarse sino al caboe de un determinado
ticmpo de conservacién de la leche a la temperatura ambionte,
egta fase (de adaptacién bactoriana) tienoe una duraciéin muy
variable, Durante las dos o tres horvas que siguen al ordeno,
la leche cruda parece estar a salvo de un desarrollo wmasivo
de bacterias; (£9) ademfs de la ecgpecic pacteriapa contami-
napie y la temperatura ambiente adecnadsy parae el desarrollo
microbiano, intervienen substanciag ant{bacrterianas y subg-
tancias activaderas del crecimiento, da la leche, cuyo conte
nido no vs constante. Todo esto, aunado a las relaciones ia
vorahles o inhibidoras entre las distint s bacterias y el mc
dio de cultvivo, determinan la aptitud de la leche para permi
tir el desarrollo microbianos en un momento determinado,

I2l estudio de essta aptitud tiene inportancia desde



los puntos de vista higiénico (desarrollo de microorganismos
patbgenos), tecnolbégico (calidad de conservaci6n de la leche
Yy su empleo en la preparacién de fermentos) y en cuanto a
los tratamientos a que puede someterse (modificacién de las
propiedades biolégicas).

1.3.1 Substancias Antibacterianas
de la Leche Cruda

a) Inhibicibn especifica., La glindula mamaria es
una glidndula endotelial exdcrina capaz de producir anticuer-
pos locales contra virus y bacterias. (46)

La actividad antibacteriana de la leche fresca debe
ser considerada como la consecuencia del paso a la leche de
anticuerpos aparecidos en la sangre seguido de la inmuniza-
cién natural por microorganismos que tienen una constitucién
antigénica vecina a la de los gérmenes sensibles, Estos mi-
croorganismos inmunizantes pertenecen probablemente a la flo
ra intestinal de la vaca. De¢ este modo, se sabe que el -
Streptococcus bovis posec un antfgeno comdn con el S. cremo-
rig, (89)

El estimulo para la produccifn de anticuerpos en la
gldndula mamaria no se deriva exclusivamente de los antfge-
nos intestinales. Cuando se infectan oralmente becerros re-
cién nacidos con Salmonella pullorum, en la leche de la vaca
aparecen los anticUerpos, mismos que previamente no fueron
detectados en el calostro o en el suero sangulneo. Esto su-
gliere fuertemente que con el acto de mamar se infecta la
glédndula y responde produciendo anticuerpos especificos,
{46) Algo similar sucede cuando la gldndula se infecta a
través de una midquina ordeiadora,

Las aglutininas, Son anticuerpos susceptibles de
aglutinar a las bacterias sensibles de una manera especifi-
caj son activas sobre un gran nfmero de estreptococos ldcti-
cos y lactobacilos, Ta substancia deserita como lactenina
1L~ pertenece a este grupo; se puestra activa contra Strep-
tococcus cremoris cepa 760, (1) No se destruye por la pas-

teurizacidn ¢idsica, (89) su concentracién varfa poco en
lag diferentes leches y en el curgo de la lactacién, (1)

Las aglutininas dnmovilizan las bacterias sensibles,
formando masas agrupadad que son arvastradas a la superfi-
cie con los glébulos grasos (formacién de la nata), o hien,
se depositan en el fondo de los recipientes, on la leche des
natada; el resultado es una verdadera inhibicién de estas
bacterias por separvacifn fisica. (1)




La leche contiene aglutininas especificas de diver-
sas especies bacterianas: lacticas (Streptococcus, Lactoba-
cillus) y enterobacterias (Escherichia coli, etc:). Estas
aglutininas son mucho mi&s abundantes en el calostro que en
la leche.

b) Lactenina L-1. Substancia inhibidora, aparente-
mente especifica contra Streptococcus pyogenes (1, 89) y de
naturaleza desconocida. El pH de su estabilidad mixima se
encuentra préximo a 6.5; se destruye por calentamiento a
70°C durante 20 minutos. (1, 89) Se encuentra presente en
el calostro en concentracién elevada,

¢) Inmunidad celular. La cuenta de células somiti-
cas de la leche bovina se usa comunmente para determinar el
estado de salud de la ubre, La leche normal de glédndulas sa
nas contiene cerca de 1-3 x 109 células/ml; 80-90% son célu-
las epiteliales y de degeneracién, m8s del 8% leucocitos po-
limorfonucleares (PMN) y linfocitos y menos del 1% macréfa-
gos, (46)

La leche de cuartos infectados contiena un ntimero
muy elevado de células (106 - 107/ml), la mayorfa de las cua
les (mds del 90%) son PMN que provienen de la sangre. Los
PMN de la leche ticnen una reducida actividad bactericida
comparados con los PMN suspendidos en un medio sintético adi
cionado de suero, debido a la dvida ingestidén previa de gl6-
bulos grasos y de casefna (...) la actividad fagocftica de
los polimorfonucleares parcce ser importante en la preven-
cifn del paso de una infeccifén crénica a una mastitis gangre
nosa. (46)

Hay autores gue sugieren que el contenido celular de
la leche continGa ejerciendo una accifn fagocitaria después
de que ¢l lfgquido ha sido ordefado (24; Paape-Woerging
Russell-Refter, citados por: 85),

d)  Actividad bhactericida del sistema Lactoperoxida-
sa/tiocianato/Peréxido de Hidrfgens (LP/SCN™/lp05) (Sistema
LY. Inicialmente, el sistema 1P demostré inhibir temporal -
mente algunos qrupos de estreptococos tales como 1los grupos
serol6gicos B y N y producir la muerte de otros, como el
grupc A. (46)

Pocos cstreptococos se muestran sensibles, pero para
aquellos que lo son, la inhibicidén es muy acusada, los gérme
nes no se¢ desarrollan pricticamente en lechel...) se destxu
ye por calentamienta a 75°C durante 30 minutos o a 82°C du-
rante 20 sequndos. (1, 89, 24)




La leche de vaca contiene altas concentraciones de
lactoperoxidasa (LP) sintetizada en la glédndula mamaria; el
tiocianato (SCN”) se acumula en la leche derivado de la reac
cibncatalizada de la rodanesa con el tiosulfato en el higado
y en el rifbn o de la hidrb6lisis de los glGcidos de plantas
como la Brassicaceae, Raphanii y otras (la leche de vaca con
tiene normalmente de 1 a 15 mg/lt de tiocianato; 1, 89). El
tercer componente, H207, se produce metabbdiicamente por los
estreptococos, por lo cual, estos son "autoinhibidores"., En
el sistema LP la enzima se combina con el agua oxigenada y
oxidan al SCN- en un producto de oxidacién intermediario que
es inhibidor. La adicién de agentes reductores tales como
la cisteina, ditionina, etc.,, reducen el producto oxidado y
por lo tanto invierten la inhibicidén., (46)

Es una enzima de oxidacibén indirecta porque libera el
oxigeno de los peréxidos como el agua oxigenada, pero se tra-
ta de oxigeno atbémico, que es aceptado por una substancia en
el medio, Se ha identificado como la Lactenina L-2 y por es-
ta propiedad se diferencia de las peroxidasas vegetales. (1)

Recientemente se ha encontrado que los organismos
gramnegativos, aungue catalasa positivos, pueden ser destrui
dos por el sistema LP cuando se adiciona agua oxigenada ex6-
gena en concentraciones muy bajag no bactericidas o cuando
se genera enzimiticamente. Cepas de E. coli, Pscudononas
fluorescens, Ps. aeruginosa y Salmonella tiphimurium se des-
truven cuando se suspenden en leche que contiene glucosa oxi
dasa y glucosa o en un medio sintético que contiene el siste
ma LP mls otra fuente de agua oxigenada. Los mismos resulta
dos se obtuvieron con leche humana y leche de cerda. EL sis
tema demostrf ser activo contra todos los serotipos de 1.
c¢olil de origen humano, porcine y bovino probados hasta ahora,

y contra mGltiples cepas resistentes a los antibidticos de
Klebsiella aerogenes aislada de heces de infante (Reiter &
Marshall, datos inéditos, citado por: 46).

La actividad bactericida del gistema LP llega a ser
6ptima abajo del pH natural de la leche bovina (aproximada-
mente 6.6), lo cual es ifmportante depido a que la acidez an
el estémago (pH -~ 2.0) que ¢s la barrera mig efectiva contra
la infeccifn entérica, se destraye por el ofeccto buffer de
la leche (el pH aumenta por encima de %.0 eon ¢l becerro).

Dehido a que la enzima LP resiste un pH bajo y el
SCHN™ ge deriva de la leche o de la secrecifin estomacal, dni-
camente se requiere una fuaente de agua oxigenada para probar
el sistema in vivo., (...40)

) Liso;imgh(ancmtij“mnygmi) hidrolasa)., Fata en



zima tiliene un origen leucocitario, (89) La leche de vaca
normal es pobre en leucocitos y no contiene lisozima en can-
tidad apreciable; por el contrario, si la contiene cuando
hay abundancia de leucocitos (1) presentes enla glindula ma-
maria cuando la vaca padece alguna enfermedad.

Las lisozimas son beta-glncosamidasas o muramidasas,
que provocan la hidr6lisis del polisacdrido que constituye
la pared de ciertas bacterias, conduciéndolas a su destruc-
cibn (este polisacdrido estd constituido por un encadenamien
to de glucosamina y &cido murdmico, al cual estdn ligados
péptidos; 1). La accibn bactericida de la lisozima es impor
tante sobre las bacterias gramnegativas., FEsta diferencia en
el comportamiento se explica por la diferente naturaleza de
las membranas celulares de los tipos de gfrmenes. (89)

La pasteurizacién a 62° durante 30 minutos ocasiona
en la lisozima la p&rdida de aproximadamente 50% de su acti-

vidad. El calentamiento a 72°C durante 15 segundos ocasioha
una pérdida del 30%. (89)

Algunos autores (89, 1), mencionan gque la leche de
vaca tiene 3,000 veces menos lisozima que la leche humana;
mds especf{ficamente, Reiter, (46) afirma que la leche humana
contiene 39 mg/100 ml de lisozima, mientras que la leche de
vaca finicamente 13 microgramos/100 ml,

La lisozima de la leche se e¢ncuentra nuevamente y
por completo en el lactosuero, de donde se le puede aislar.
(1) La fuente mfis rica y accesible de lisozima la constitu-
ye la alblmina de huevo, pero difiere de la lisozima de las
secreciones biolégicas como la leche; (46) sc le encuentra

también en las llgrimas, secreciones nasales, sangre, saliva,
xlndn, placenta, bazo, bacterias., (88)

La lisozima de la leche ha demostrado ser activa con
tra numerosos organismos grampositivos y gramnegativos, los
cuales son completamente resistentes a la lisozima albumino-~
s5a a menos gque scan previamente tratados con cloroformo o
ENTA. (46)

vakil J, R. y colaboradores, (88) en un artfeulo ti-
tulado "Susceptibilidad de varios microorganismos a las 11s0
zimas de la leche", describe la sensibilidad encontrada de
organismos grampositivos como 56, lac
gel, )taphi]o<ou

15, Lactobacillius ca-
hila cus aureus, ete, y gramnegativos como B, co-
l;, 8 vu domonas, ote., frante a la 1isozi-

ma de Téches hovina y Friinana bajo diferentes condiciunes,

f) laciofervina, s ouba proteina fijadora de fisvro
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gue se encuentra en la leche, en otras secreciones bhiol6gi-
cas y en los leucocitos polimorfonucleares. Puesto que las
bacterias requieren fierro para crecer, la lactoferrina y
otros agentes pueden inhibir a las bacterias bajo ciertas
condiciones (...) (46) La lactoferrina requiere bicarbonato
para fijar el fierro, mol/mol (..,.) Los organismos gramnega
tivos tienen requerimientos de fierro mucho m8s elevados que
las bacterias ldcticas. (46)

La concentraci6n de lactoferrina en la leche puede
llegar hasta 6 mg/ml y se incrementa cuando existe una inva-
si6n por patBgenos. (85)

La lactoferrina presente en la leche de vaca es apro
ximadamente 1/100 de la cantidad presente en la leche humana
y porcina. (Ver 3.1.,9.1.3.1, D)

g) La leche de las vacas al final de la lactacién y
la secrecifn de vacas secas contienen otras substancias anti
bacterianas; se han puesto de manifiesto por su accién sobre
las bacterlas esporuladas aerobias. 8on de dos clases: una
substancia inhibidora que resiste al calentamiento a 80°C du
rante 10 minutos y otra lftica (que disuelve las células bac
terianas) que se destruye en dichas condiciones. (1)

Otros sistemas antibacterianos aue pueden considerar
se son la properdina, presente Gnicamente a bajas concentra=
ciones en la leche, y las protefnas fijadoras de vitamina B-
12 y &cido f6lico, presentes en variadas concentraciones en
la leche de diferenter egpecies animales.

Si la leche recitén ordeifada se mantiene a una tempe-
ratura de 10°C, conscrva por mucho tiempo sus propledades
bacteriostiticas. (13)

1.3,2 Substancias que Favorecen el Desarrollo

biano en la Leche €ruda”

A) Factores de crvecimiento. La leche contiene los
factores de crecimjento (especialmente vitaminas B) necesa-
rios a la mayor parte de las bacterias lacticas, pero las va
riaciones en las concentraciones pueden ser causantes de va-
riacién en la actividad de estas bacterias en las diferentes
muestrays de leche, (1)

B) be jos compuestons nitrogenados de Lajo pego mo-
lecular, los amincfcidos y péptides son los mds eficaces pa-
ra estimilar 2] crecimicnto; ¢l contenfdn de la leche en es-
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tas substancias es un factor de limitacién para muchos mi-
croorganismos. (1) Tal es el caso del Streptococcus thermo-
philus. (89) ©Las protefnas y ciertos componentes no protéi-
cos (urea y &cido firico), son desfavorables para el desarro-
llo de las bacterias l&acticas.

Numerosos aminoicidos y péptidos pueden estimular el
crecimiento de bacterias; ¢én particular las estreptogeninas,
que son polipéptidos formados en el curso de la hidrélisis
dirigida de la casefna; contienen de 11 a 12 aminodcidos,
siendo los mds importantes la valina y la prolina. (1)

El efecto favorable de un previo desarrollo de diver
508 gérmenes en la leche antes de la siembra de bacterias
l&cticas, puede atribuirse a actividades proteolfticas limi~
tadas que conducen a la formacidén de polipéptidos. (1) La
caracteristica de muchas bacterias psicrétrofas proteolfiti-
cas de contaminacién, explica su influencia favorable sobre
el desarrollo del Streptococcus thermophilus. (89)

El desarrollo de bacterias l&cticas estd mis condi-
cionado por el contenido de la leche en substancias estimu-
lantes, que por el contenido de substancias inhibidoras. De
ahf la gran importancia de frenar el desarrollo microbiano
mediante la refrigeracitn de la leche después del ordeiio,

La finalidad de la refrigeracién es conservar la ca-
lidad inicial de la leche hasta el momento de su utilizacién
o transformacién. En ningGn caso puede, por lo tanto, mejo-
rar la calidad de la leche recogida en malas condiciones, pe
ro impide la proliferacifn de la contaminacién y es benefi-
ciosa cualquiera que sea la calidad inicial. (1)

En la granja o en el establo es suficiente y satig-
factorio disminuir la temperatura de la leche a 10°C durante
las pocas horas que lleguen a mediar entre cl ordeio y la en
trega de la leche a la fébrica,

Por otra parte, la refrigeracién debe intervenir lo
mis répidamente posible. 8in embargo, no debe olvidarse que
la leche presenta una fase de latencfa durante las ios horas
gsiguientes al ordeio. s en este lapso de tiempo que debe
intervenirse.

1.4 ALMACENAMIENYTO PREVIO

La planta de ldcteos debe ascguravse que la leche de
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recepcibn ha sido refrigerada después del ordefio o que se
trata de una leche recién ordefiada. Preferentemente se en-
contrard entre 8 y 10° al llegar a la industria. Esta tempe
ratura retrasa fuertemente el desarrollo de las bacterias
l4cticas responsables de la acidificacidn.

La determinacién de acidez, segQin se tratard poste-
riormente, es una prueba muy importante que nos permite supo
ner si la leche fue o no refrigerada inmediatamente después
del ordefio y el tiempo que transcurrid, incluidas las condi-
ciones del transporte, hasta su entrega a la planta. La aci
dez nos indicarg también la estabilidad de la leche frente
al tratamiento térmico, es decir, si podrad o no pasteurizar-
se., Y si es posible almacenarla hasta su utilizacién,

Cuando la leche no fue debidamente obtenida y refri-
gerada, cuando el pasteurizadoxr no se encuentra a disposi-
ci6én para pasteurizar y transformar la leche inmediatamente
después de recibida, o cuando por algGn motivo tiene que al-
macenarse la leche de varios dias, la planta debe contar pa-
ra estos casos con tanques de almacenamicnto refrigerantes
que se emplean exclusivamente para la leche cruda a fin de
evitar el peligro ue contaminar una leche higienizada,

La capacidad de los dep6sitos de almacenamiento pre-
vio de una planta lechera debe calcularse en funcién del vo-
lumen total de leche gque se recibe diariamente y consideran-
do las fpocas de mayor aprovisionamiento y la eventualidad
de un almacenamiento de la entrega de varios dfas.

Generalmente se emplean tangues, empotrados o no, en
los que la leche no estd en contacto con el aire atmosférico,
son féciles de higienizar y ofrecen una mejor proteccidn tér
mica, asi como la posibilidad de homogencizar la leche por
medio de agitadores, Estos Gltimos conservan una composgi-
citn uniforme en la leche y permiten los cambiuvs de calor en
el caso de tangues de enfriamiento, De cualguier modo, para
que los tongues de refrigeracion cumplan su cometido con efi
cacla, debers vigilarse el sistema de refrigeracifn y ser
siempre corrvectamente lavadoy y desinfectados,

La iﬂ?ﬁ@?}é“ de 1a leche nos lleva a considerar, en-
tre otras, las siquientes obucrvaciones:

e humenta el contenido aparente de wicrobios por disgrega-
cibn de los aglomerados bacterianos presentes en la leche
{y al verse libres, se epcuenlran en mejores condiciones
para multiplicarse} 4).

La oxigenacidn de la Yeche retavda la aceifn de las bacte
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rias lActicas (53) pues &stas se desarrollan Sptimamente
en condiciones anaer6bicas y por lo tanto se retarda la
acidificacién de la leche.

e La agitacibn, junto con otros tratamientos gue alteran la
membrana gue recubre los gl6bulos de grasa (homogeneiza-
cibn; cambios bruscos y repetidos de temperatura; refrige
racibn sequida de calentamiento}, favorecen el enrancia-
miento de la grasa l&ctea por activacién de las enzimas
lipasas, (1, 89) cuya accién en la leche, normalmente se

halla limitada por la proteccién que ofrece la membrana
globular,

En el transcurso de la refrigeracién, la lipasa se fija
irreversiblemente sobre los gldébulos grasos. La forma-
ci6n de espuma y la reduccibén del tamafio de los gl6bulos
durante la agitacién y la homogeneizacibén favorecen a la
enzima. (89) (Ver: l.6.1 y 2.3.3)

Estos mismos tratamientos protegen contra la aparicién
del sabor oxidado. (1)

® FEI oxigeno del aire disuelto es un facter que estimula la
oxidaci6n de las grasas con la consecuente aparicién de
anomalias en la leche. (La contaminacién bacteriana frena
los procesos de oxidacién, por una parte absorbiendo oxi-
geno ~-fenémeno de respiracién que rebaja el potencial oxi
dorreductor- por otra, produciendo sistemas reductores
propios de las bacterias. Algunas de éstas, presentes
8in excepciébn en las leches obtenidas sin cuidado, tales
como las bacterias coliformes, son eficaces desde el pun-
to de vigta de su actividad reductora. Evidentemente, es
te no es un remedio para los defectos de oxidacibn; 1,
51)

® La leche contiene relativanmente poco dcido ascorbico (vi-
tamina C), 20 mg/l (.,.,,) esta cantidad mediocre es dismi-
nuida por las manipulaciones al aire y los tratamientos
térmicos., (1) A su vez, el Scido asedrbico sblo an las
cantidades presentes normalmente en la leche, actfa en
los fenfmenos de oxidacitn de la materia grasa de la le-
che, (Ver: 2.2.3.1, B, ¢.) Pero si su proporcién ey ele-
vada, siendo un reductor, protege a las grasas de la oxi-
dacitn, {1, 51)

Estas observaciones nos indican gue cualquiera que
sea el tratamiento que se aplique a la leche, presentarg
siewmpre ventajas y desventajas y, por Jlo tanto, habrd que ha
cer ura correcta evaluaci®n para decidir el tipo o modalida~
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des de tratamiento que ye aplicar8 a la leche conforme a los
objetivos finales de la transformacibn,

Casos en que definitivamente el nfmero de desventa-
jas es mayor, siempre tienden a evitarse; tal es, por ejem-
plo, el caso de la exposicién de la leche a la luz solar.

El efecto henéfico consiste en la transformacién de estero-
les biol&gicamente inactivos en vitamina D y la destruccién
de algunas enzimas lipasas, contra muchos otros perjudicia~
les, principalmente para el valor nutritivo de la leche, en-
tre los que podemos mencionar: activacidn de las reacciones
de oxidacién de lipidos y vitaminas A, C, D y E; destruccidén
de las vitaminas poco sensibles a la oxidacidn, como la vita
mina B2; modificaciones del sabor (ver: 2.2.3.1, B. c.);
etc.

1.5 TEMPERATURA Y BACTERIAS ER LA LECHE

La influencia de la temperatura sobre la prolifera-
cién de las bacterias en la leche es considerable y se ejer-
ce de dos formas:

® Cuantitativamente (nlmero ascendente de bacterias a deter
minada temperatura a través del tiempo),

e (Cualitativamente. No son las mismas especies las que pre
dominan a las diferentes temperaturas de conservacién o
de tratamiento. La temperatura tiene un papel selectivo
importante, que sa aprovecha en las industrias licteas,
{l) vy gque da lugar a una importante distincién entre lasg
bacterias en dicha industria:

a) A temperaturas medias de 20-40", e¢s en general la flo-
ra lictica meséfila (la temperatura Sptima de creci-
miento de 1o% gé€rmenes mes6filos se sitGa alrededor de
log 30°CT 89), la dque invade la leche y provoca su coa
gulacidn por acidificacién, sobre todo los estreptoco-
cos., Las bacterias coliformes gque son muy tolerantes
a las variaciones de tomperatura también pueden inter-
venir,

by A temperaturas relativamente bajas {(por debajo de 20°C,
algunag veces de 1% o de 10°¢C, seqgln los autores), pre
domina una microflora ronstituida por bacterias muy di
versas (...) entre las cuales se encuentran gérmenes
proteclfticos v lipolfticos. La luche sv altera enton
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ces muy lentamente y se vuelve generalmente alcalina;
por este motivo, la leche cruda no puede conservarse
largo tiempo en frigorffico o en recipiente refrigera-
do. (1)

Los microorganismos que tienen la facultad de desarro-
llarse a una temperatura igual o inferior a 7°C, inde-
pendientemente de su temperatura Sptima de crecimiento
se llaman psicrétrofos. El calificativo psicr6filos
esti reservado a los gérmenes que tienen un crecimien-
to miaximo situado por debajo de 20°C. (89)

c) A temperaturas superiores a 40°C se seleccionan las es
pecies term6filas. Su crecimiento mdximo se observa a
temperaturas cercanas a 45°C. (89) Ver: Pasteuriza-
cién de la Lechae.

Una cosa es la multiplicacidén bacteriana a determina
das temperaturas y otra es la actividad 6ptima de los siste-
mas enzimiticos microbianos cuya zona de temperatura no es,
muchas veces, la de multiplicacién activa. (1)

Por otro lado, pocos gérmences tienen un desarrollo
6ptimo a una temperatura inferior a 15-20°C. Los verdaderos
psicr6filos son, pues, raros. En cambio, gérmenes mucho mis
numerosos tienen la posibilidad de multiplicarse a baja tem-
peratura sin que por ello se presenten como verdaderos psi-
cr6filos, es docir, sin tenexr un crecimiento 6ptimo por deba
jo de 20°C. Son estos gbrmenes los que tienen la importan-
cia prictica m8s grande. Pueden provocar alteraciones de la
leche o de los productos l&cteos mantenidos en frfo, (89)

Los psicréfilos que atln pueden desarrollarse a una
temperatura fgual o superior a 7°C son psicr6filos psicrbto-
fos, Cuando la multiplicacién exige una temperatura supc
rior a 70°C se trata de psicréfilos no psicrétrofos. (89)

1.6 CONSIDERACIONES SOBRE LA REFRIGERACION
bE LA LECHE

El enfriamjiento figura entre los mecanismos tecnolic-
gicos més Iimportantes de gue se valae frecuentemente la indus
tria de ldcteos, pues no solamente regula la actividad de
los gérmenes microbianos sino que se utiliza, solo o combina
do con otros mecanismos para prevocar divarsas txanbfosmav1o
nes industriales.

Esta excepcional importancia tecnclégica nos ocupary,
ademds de la refrigervaci6n doe la leche de reeepeifing en el
desarrollo de vayios teman: vef, 1jeracién de la leche pasten
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rizada, elaboracidn de fermentos ldcticos, refrigeracién del
producto final, etc.

1.6.1 Comportamiento de los Constituyentes
de la Leche Refrigerada

La leche refrigerada a una temperatura final supe-
rior a 0°C presenta ciertas caracterfsticas que la distin-
guen de la leche fresca no refrigerada, y que hacen que no
pueda ser tratada industrialmente, especialmente en queseria,
en las mismas condiciones que la leche fresca, (89)

Entre estos caracteres, tres parecen esenciales en
la tecnologla:

A. El aumento de la estabilidad de la solucién co-
loidal.

B, Disminucién de la estabilidad de la emulsidn de
la materia grasa.

C. Desarrollo de la lip6lisis.
Estos tres aspectos serdn aclarados a su debido tiem

po y después de explicar la terminologia que los haga com-
prensibles,

1.6,2 Principales Gérmenes Psicrbtrofos
de la Leche

£l mantenimiento de la leche y los productos licteos
a baja temperatura para prolongar la duracién de conserva-
cl6n se realiza a sablendas de que la mayorfa de los microo:
ganismos de la leche frenan su desarrollo a una temperatura
inferior a 15°C, 3in embargo, es falsa la sequridad que pre
senta ¢l enfriamiento cuande se aplica a leches de mala call
dad bacteriol6gica, La existencia de gérmenes capaces de de
sarrollarse en la leche a baja tewperatura puede conducir a
graves acclidentes de conservaciébn, (89)

Ademds de los diferentes hongos y levaduras que tie-
nen la capacidad de desarrollarse en los productos ldcteos
almacenados en frio, son las hacterias psicrétrufas las quuo
presentan el interés tecnolégi ~o mayour en la medida que la
éeche constituye para algunas de clilas, un medio privilegia

G,
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Estas bacterias pertenecen a un pequefioc nGmero de gé
neros gue presentan algunos caracteres comunes y forman un
grupo ecol6gico bien delimitado. (B89)

La mayorfa de las bacterias psicr6trofas son gramne-

gativas, esporuladas, aerobias y en forma de bastoncitos.
(89)

En orden de frecuencia citaremos los géneros siguien
tes:

. Género Pseudomona
.  Género Achromobacter (ahora Alcaligenes -6-)
. Género Flavobacterium

. GBnero Escherichia

. Género Aercbacter (actualmente, méviles: entero-
bacter; inméviles: klebsiella-6-~)

. EBtc.

Finalmente, numerosas especies bacterianas habitual-
mente no psicrétrofas, pueden presentar cepas mutantes gue
tengan ese car8cter., Se han aislado cepas de Streptococcus
lactis, Str, cremoris, Str. faecalis, psicrétrofos. (89)

Los gérmenes psicréStrofos se encuentran principalmen
te en el suelo, las plantas, el agua y alqunas veces en el
aire,

La leche muestreada asépticamente dentro de la glian-
dula mamaria generalmente no contiene gérmenes psicrétrofos,
Su presencia en la leche resulta pues, de una contaminacién,
Dada la ubicuidad de los gérmencs en cuestién puede predecir
se que las fuentes de contaminacién son numerosas y variadas.
(89) 8in embargo, el material de lecherfa insuficientemente
desinfectado constituye la principal fuente de contaminacién
de bacterias psicrétrofas., Los hipocloritos y los compues-
tos ilodados son, entre los inhibidores, log mis activos,

(89)

1.6,3  Crecimiento de Bacterias Psicrotrofas
Q

Dos casos pueden considerarse: la leche mantenida a
una temperatura superior o inferior a 7°C,
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En el primer caso, toda la flora de la leche se mul-
tiplica, incluyendo las bacterias psicrétrofas cuya mayorfa
tienen una temperatura de crecimiento Sptima situada entre
20 y 25°C. Sin embargo, si la temperatura de conservacién
de la leche es superior a 15°C, el desarrollo de las bhacte-
rias psicr6trofas es inhibido por el de las bacterias l&cti-
cas mes6filas y la leche contiene finalmente una flora domi-
nada por estas iltimas. Entre 7°C y 15°C se retarda la flo-
ra lictica y la proporcién de bacterias psicrétrofas es mis
elevada. (89)

En el segundo caso, por definicién, sblo las bacte-
rias psicrStrofas se multiplican. Después de un tiempo de
conservacién prolongado, pueden representar una fraccién im-

portante de la flora total, por ejemplo, 30 a 50%, o algunas
veces mis. (89)

Entre los factores que determinan la importancia de
la flora psicr6trofa de las leches crudas conservadas en
frio, figuran especialmente:

¢ La contaminaci6n inicial. Cuando &sta es inferior a 500
gérmenes psicrétrofos por mililitro, se observan siempre
menos de 15,000 gérmenes psicrbtrofos por mililitro des-
puds de tres dfas a 3-5°C, Por encima de 500 gérmenes
por mililitro la progresif6n llega a ser muy rfpida y la
leche conservada presenta mds de un milldén de gérmenes
psicrétrofos por mililitro. (89)

e La naturaleza de la contaminaci6én inicial, Las diferentes
especies tienen velocidades de multiplicacién muy varia-
bles. Las Pseudomonas tienen a menudo el crecimiento més
ripido. (89) .

e La temperatura y velocidad de refrigeracién (...) %e ha
constatado que el enfriamiento rdpido de la leche a 0°Cy
su mantenimiento a esta temperatura impiden todo creci-
miento microbiano durante una semana,

Cuando la leche se enfrifa a 4°C el desarrollo micro-
hian~ e m&8 precoz y wds rdpido cuanto mas contaminada estd
inicialmente la leche ¢y m8s lento sea el enfriamiento, (89)

Los resultados de diversos cuperimentos muestran que
un enfriamiento a 4°¢ en dos horas, sceguldo del mantenimien-
to de la leche a ¢sa temperatura, evitan todo desarrollo mi-
crobiano durante 24 horas cuando la leche esti fuertemente
contaminada, 48 horas cuande la contaminacién es media v
tres o cuatro dfas cuando la leche es de buena calidad bacte
riclégica.
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Cuando la temperatura de almacenamiento de la leche
alcanza entre 6 y 7°C, pueden observarse desarrollos nota-
bles de gérmenes psicrétrofos y cuando la temperatura alcan-

za entre 8 y 10°C, la multiplicacidn resulta considerable.
(89)

En funcién de lo anterior, podria pensarse que lo
mis conveniente en la practica, es enfriar la leche lo més
répidamente posible a una temperatura préxima a 0°C. Pero
debemos recordar el efecto del enfriamiento sobre la activi-
dad lipolftica: la lipasa se fija irreversiblemente sobre
los gl6bulos en el curso del enfriamiento. El fenfmeno es
m&s notable cuanto mis baja es la temperatura., La velocidad
del enfriamiento es igualmente importante. De este modo, un
descenso de la temperatura de30°C a 5°C en 10 segundos produ
ce una lip6lisis minlma, mientras que un enfriamiento del
mismo orden en 25 minutos provoca una lip6lisis mixima y en
dos horas, nuevamente una lip6lisis débil. (Kenzdzal-Savoi,
citados por Veisseyre; 89)

Las modalidades del enfriamiento de la leche cruda
estdn dadas por los requerimientos bacteriolbgicos y las con
sideraciones fisicoqufmicas., Se admite generalmente que hay
una ventaja al enfriar lo mds rdpidamente posible y a muy ba
ja temperatura (0°C -~ 1°C) una leche fuertemente contaminada
para evitar un desarrollo importante de bacterias psicréftro-
fas. Por otro lado, es preferible enfriar menos bruscamente
(a 4°C en 2 horas), una leche de buena calidad bactericldgica
ya que conviene reducir los riesgos de la lip6lisis. (89)

1,6,4 Actividad Biogqufmica de las Bacterias
Psicrétrofas

La actividad bioguimica de estas bacterias es inten-
sa y afecta escnclalmwente la degradaci6n de lfpidos y protef
hag,

La actividad sobre los gldeidos es débil y a menudo
nula, por lo tanto, no hay producci6n de &cido. (1, 89)

Numerosas bacterias psicrétrofas tiepen una activi-
dad lipolftica elevada, Las lipasas producidas tienen la
particularidad de ser a menudo termorresistentes, miontras
que los gérienes mismoy no lo son en absoluto, (1, 89) De

este modo, Psendomona fragi (actualmente en espera de confir

mALzén taxondmica), secreta una lipasa que muestra una acti-
vidad apreciable despufis de un calentamiento a 72°C durante
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30 minutos., La inactividad completa exige un calentamiento
a 99°C durante 20 minutos; Achromobacter butyri (ignorada en
la dltima edicién del Manual Berquey's; 6), produce también
una lipasa termorresistente que se encuentra nuevamente en
la leche pasteurizada; la lipasa de Achromobacter lipoliti-
cum pierde menos del 50% de su actividad después de un trata
miento a 71°C durante tres horas. (89)

Sin embargo, no todas las lipasas producidas por los
gérmenes psicr6trofos son termorresistentes. La producida
por Pseudomona fluorescens se destruye por calentamiento a
63°C mantenidos 30 minutos, lo mismo que las elaboradas por
los gérmenes de los géneros Alcaligens y Flavobacterium. Ver:
2.3.3 Hidr6lisis de los Lipidos)

La gran mayorfa de bacterias psicrétrofas tienen una
poderosa actividad proteolftica resultante de la elaboracidn
de proteasas extracelulares, La temperatura 6ptima para la
produccién de estas enzimas es muy diferente de la temperatu
ra 6ptima de crecimiento. La produccifn mixima de proteasa
por Pseudomona fluorescens tiene lugar a 0°C. A medida que
la temperatura aumenta, la cantidad de enzima elaborada dis-
minuye. En contraposicién, la elevacién de la temperatura
favorece la actividad de la proteasa producida (6ptimo a
40~45°C). (89)

La consecuencia més perjudicial de la actividad de
estos gérmenes es la aparicidn de malos olores y sabores,
El sabor a rancio (lip6lisis), amargo (proteflisis y lip6li-
8is) u otros diffciles de definir. En general, los defectos
aparecen después de pasadas 48 horas; a veces aparccen clara
mente a los tres dfas. (1) (Ver: 2.2.3)

Las leches conservadas durante bhastante tiempo en el
frfo dan malos resultadee en mantequerfa y en la fabricacitOn
de quegos frescos o de pasta blanda. (1)

Finalmente, en raz6n de sus propiedades proteolfiti-
cas, las bacterias psicr6trofas pueden estimular el creci-
miento de bacterias lActicas, sobre todo porgue estas dliti-
mas gon muy exigentes en el plano nutricional, en polip8pti-
dos, amino&cidos, etc. (89)
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MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo se elabor{ gqueso tipo Oaxaca
en forma industrial y en forma rGstica. E1l procedimiento in
dustrial sirvié como control y la forma rGstica como procedi
miento a prueba.

Se dispuso aproximadamente de 400 litros de leche pa
ra cada elaboracibn, procedentes del establo del Instituto
de Investigaciones Pecuarias de la Secretarfa de Agricultura
y Recursos Hidr&ulicos.

El cumplimiento de los objetivos primordiales se rea
liz6 paulatinamente segtin la disponibilidad de aparatos,
equipo, materiales, reactivos, aditivos, etc., en la Planta
de Licteos y en el Laboratorio del Centro Nacional de Lacto-
logfa, del Instituto Nacional de la Leche, ubicado en Ajuchi
t18n, Querétaro, en el Laboratorio Nacional de Referencia de
la Secretarfa de Salubridad y Asistencia, en el Distrito Fe-
deral, y en la planta "Productos de Leche Noche Buena, 8.
A.", en Tulancingo, lgo.
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IXI. EVALUACION DE LA LECHE
QUE SE VA A TRANSFORMAR
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2.1 CONSIDERACIONES PREVIAS

2.1.1 Microorganismos en la Leche

La presencia de un gran nlmero de especies microbia-
nas en la leche es un hecho comprobado. Casi todos los gér-
menes pueden proliferar flcilmente en la leche debido a que
ésta constituye un excelente medio de cultivo; sin embargo,
para un cierto nmero de especies banales o patbégenas, la le
che puede ser un vehfculo ocasional; no se desarrollan mejor
en este liquido que en el agua, la cual puede igualmente ser
vir de medio de transporte (l) ... en la pr&ctica no hay nin
guna leche cruda exenta de gérmenes, lo que obliga a conside
rar a los microbios como componentes "fisiol6gicos" de la le
che. (35)

Los microbios que se encuentran en la leche pueden te-
ner dos origenes:

A. MICROORGANISMOS DE ORIGEN MAMARIO

Cuando la leche sale de la gléndula mamaria al exterior,
a través del pez6n, atraviesa miltiples conductos desde los
alvéolos hasta el orificio final, arrastrando parte de la mi
croflora banal propia de esos conductos; de ahf que la prime
ra leche es siempre la que mds gdrmenes contiene,

Esta poblacién originaria de la mama sana es, en genew~
ral, poco numerosa en la leche en el momento del ordeno; es
raro que rebase los 1,000 gérmenes por cc, {de 100 a 3,000
89) y puede estar compuesta solamente por algunas decenas de
gérmzaes, Cuando el contenido de g8rmenes es elevado, suele
ser debido a una proliferacién de los gérmenes tYfpicos de la
mamitis contagiosa: estreptococos y estafilococos. (Ver 2,1,
4) 8&in embargo, hay animales que dan, a la salida de la ma-
ma, una leche de contenido microbiano elevado: 10,000 gbrme-
nes por cc, y mis, aungue la glAndula parezca sanay) es un de
fecto persistente, con amplias variaciones que no puede des-
cubrirse mis que por el examen microbioldgico de la leche,
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ya que la mama es normal y la composicién de la leche tam-
bign., (1)

Cuando por alguna causa disminuye la resistencia o la
oposicién del tejido glandular a la proliferacién bacteriana,
el nlimero de microorganismos aumenta considerablemente.

Los gérmenes de origen mamario que vamos a encontrar en
la leche, penetraron en la gl&ndula mamaria por: a) via as-
cendente a través del canal del pezbn, b) por via sanguinea
(tal es el caso de los gérmenes productores de brucelosis y
tuberculosis), c) otra modalidad (picaduras de insecto, heri
das, intervenciones quir@rgicas, etc, en la gl&ndula mamaria).

B. CONTAMINACION DE LA LECHE EN EL EXTERIOR
DE LA MAMA

Aunque muy amplio, este aspecto del contenido microbia-
no de la leche, es tanto o mAs importante gue el anterior,
debido a que comprende todos los aspectos en gue directa o
indirectamente se contamina la leche, algunos de ellos son:

® El ambiente (atmésfera del establo, de la sala de orderio,
polvo, moscas, etc.).

¢ Higiene del animal (animales no bhanhados antes de la orde-
fla y/o que desprenden de su piel particulas de excremento,
tierra, vegetales, pelos, material de la cama, etc. gue
pueden caer en los recipientes o utensilios de la ordeiia
manual o mecénica; animales bafados mal sccados que escu-
rren agua sucila); por descamaciones cutdneas, estado de
salud del animal, etc.

® Salud e higiene del ordefador.
e Utensilios y miquinas sucias o mal lavados y/o esteriliza
dos, asf come la calidad del agua, substanciag desinfec-

tantes, c¢tc. que entran en contacto con la leche,

e Condiciones de refrigeracifin, transporte y manipulaciones
diversas de la leche,

@ Personal, maquinaria, ambiente de la fdbrica de ldcteos,
e Ptc.

Crda una de las materias contaminantes albherga una po-
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blacién microbiana determinada gue estd sujeta, ademis, a to
da clase de varilaciones.

Los gérmenes mis comunmente presentes en la leche pue-
den ser hongos, levaduras o bacterias. De ellos, mlltiples
especies de los mi&s diversos géneros que ocuparifan una larga
descripcifén taxonémica, que por ahora no nos ocupa.

El efecto de los microorganismos en la leche y los pro-
ductos l&cteos es sumamente importante, en general, por los
sigulentes tres aspectos:

a) Uso tecnolégico. La tecnologfa lechera se basa fun
damentalmente en el uso y manejo de microorganismos,
Microorganismos Gtiles, necesarios para imprimir
clertas caracterf{sticas deseables en l1los productos
l4cteos (aspecto, textura, sabor, olor, etc.).

La inherente, aunque modesta participacifén tecnolé-
gica de los microorganismos en la elaboracién de
queso Oaxaca (queso fresco) queda comprendida, prin
cipalmente, en los procesos de acidificacibn, fer-
mentacifn y caracterfsticas organolépticas, segtn
comprobaremos oportunamente,

b} Alteraciones de diversa fndole que afectan la capa-
cidad de conservacién de la leche, su aptitud para
la transformaci6én, su valor nutritivo, su calidad
higiénica, etc., (ver inciso 2.1.3).

c) Infecciones e intoxicaciones alimentarias. Aspec-
tos de higiene y salud p@blica (ver inciso siguien-
te), que demandan una continua y estricta vigilan-
cia de la leche y sus derivados.

2.1.2 Microorganismos PatGgenos en la Leche

La leche (al igual que otros productos lfcteos) pucde
contener miltiples micronorganismos patdgenos para el hombre.
El origyen de estos gérmencs puede ser:

a) Bl animal, a través de la gl&ndula mamaria (segGn se
establecid anteriormente), o por otros orificios naturales a
través de excrementos, expectoraciones y secreclones diver-
Bas,
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El animal es entonces a causa de esta relacidn con el
hombre, productor de enfermedades de tipo zoonosis, en las
que participan muchos microorganismos, tales como: Mycobac-
terium tuberculosis var. bovis, Brucella abortus y Brucella
melitensis (bacilos de la fiebre ondulante y la fiebre de
malta), estreptococos diversos, Staphilococcus pyogenes, vi-
rus de la fiebre aftosa, Escherichia coli, salmonelas, lep~
tospiras, ricketsias (fiebre Q), encefalitis transmitida por
garrapatas, (87) aunque no est8 probada su transmisién a tra
vés de la leche, los datos epidemiolSgicos hacen pensar que

existe la transmisién de carbunco, listerilosis y toxoplasmo-
sis. (87)

b) El medio exterior., Desde el momento del ordeiio en
adelante la leche puede entrar en contacto con muchos bate-
riales biol6gicos o no, que pueden contener o albergar gérme
nes patbgenos. De este modo la leche puede transmitir infec
ciones por Clostridium perfringes (welchi), carbunco, botu-
lismo (toxina), etc. (87)

c) El hombre, a través de manos, cabellos, prendas de
vestir, expectoraciones, etc., en una palabra, falta de hi-
giene o padecimientos de salud.

Numerosos sonh los gérmenes patégenos que puedan prolife
rar en la leche seguida de la contaminacién humana, entre
ellos tenemos la presencia de Salmonella typhi y EgraQXEQi
(bacilos tificos), Shigella dysenteriae (bacilos de¢ la disen
terfa), Corynebacterium difteriae (bacilo de la difteria),
Streptococcus scarlatinae {g8rmen de la escarlatina), virus
de la poliomielitis, gastroenteritis producida por enteroto-
winas estafilocBeicas, cbHlera, colibacilosis, estreptococicas,
etc,; aunque no estd probada su transmisibén a través de la
leche, los datos epidemiolfgicos hacen pensar que existe la
transmisiébn de hepatitis infecciosa por adenovirus, amebia-
sis, balantidiasis, oxiurosis, (87)

La presencia demostrable de bacterias patfgenas no es
la finica causa de peligro para el hombre, las substancias t6
sicas elaboradas por muchas bacterias revisten dran importan
cia en salud p@blica., Las principales son producidas por es
tafilococos,

£1 peligro no reside vn La simple presencia de un peque
fo nfmero de estos gfirmenes toxigenas, sinc que se manifies-
ta cuande las condiciones son favorables a su multiplicacién,
especialmente durante la peomanencia prolongada de la leche
a4 temperaturas medias en log bidones o depfsitos) entonces
proliferan estns gérmenes y foyman - u toxina, (1) Evitar el
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crecimiento de estas bacterias por medio de la refrigeracién,
es mucho mis importante de lo que parece: durante la pasteu-
rizacién morir&n las bacterias productoras de toxinas, pero
estas substancias, una vez producidas, permanecen activas
por resistir la accibén del calor. Algunas bacterias, en es-
pecial las enterobacterias comunes en la leche, contienen en
dotoxinas gue no pasan al medio mis gue tras la autblisis
del caddver microbiano. Estas substancias tienen un efecto
t6éxico menos acusado que las precedentes; sin embargo, pue-
den alcanzar una concentracién peligrosa si la proliferacifn
de gérmenes productores es intensa. (1)

El ndmero de enfermedades que pueden provocar en el hom
bre los microorganismos pat6genos, es tan variado como mdlt]
ples sean las especies consideradas como productoras de tras
tornos en la salud humana, en un momento determinado. Debe=
mos recalcar que la sola presencia de los gérmenes no asegu-
ra la enfermedad en el hombre, son "simplemente" una posibi-
lidad peligrosa que debe evitarse.

La mayoria de los gérmenes patégenos no provocan modifi
caciones sensibles de la composicién y de la estructura de
la leche y no pueden ser puestos en evidencia mds que por el
anflisis bacteriolégico. (89)

La determinacién de bacterias patSgenas en la leche por
técnicas de deteccibn seroldgica o por medios de cultivo, no
forman parte de este inciso; en cambio, describiremos los
procedimientos para la determinacién de algunos de los micro
organismos més importantes en el queso (ver IV Control de Ca
lidad).

2.1.3 Alteraciones de la Leche Provocadas
por Microorganismos

Los microorganismos no son los causantes de todos los
defectos de la leche. Es sabido que €sta puede presentar sa
hores anormales en ausencia de cualquier desarrollo mncrobla
no, {1) Procesos gquimicos o la accién de las enzimas pro-
pias de la leche constituyen ejemplos de ello (ver 2.2.3).

No obstante, numerosos componentes de la leche puedan
degradarse por vfa microbiana con la consecuente modifica-
cib6n del medio, TLas substancias mds abundantes de la leche,
y que son las que le confieren sus propiedades de calidad nu
tritiva son por ello, las que mds utilfzan y transforman las
bacterias; naturalmente, cuanto mds numercsa y diversa sea




la poblaci6n bacteriana, mis rdpida, variada y cuantitativa
podrd ser la transformacibn.

a) Lactosa. Es el principal alimento energético de
las bacterias y puede experimentar diferentes fermentaciones
(l&ctica, butirica, propi6nica, alcoh6lica.,.), por numero-
sos microorganismos: estreptococos, lactobacllos, micrococos,
bacterias coliformes, etc. Las proporciones de los produc-
tos de fermentaci6tn varfan también con las condiciones de
cultivo.

Entre las distintas fermentaciones que experimenta
la lactosa por variados microorganismos (individualmente o
en forma asociada), nos interesa especialmente la fermenta-
cibn anaerébica o gluc6lisis en que se produce dcido ldctico
(ver: 2.8. Acidez).

b) Proteinas. El dcido ldctico proveniente de la de
gradaci6én de la lactosa inhibe considerablemente la accién
de otros microorganismos, por ello la prote6lisis ocurre ge-
neralmente antes (ejemplo: gérmenes proteoliticos psicrétro-
fos; 1.6.4) o despuds de la desaparicibn del 4dcido l8ctico
(la reduccién del contenido en &cido lictico, se realiza tam
bién por varios gérmenes, hongos principalmente).

Los microorganismos que coagulan la leche son tam-
bién proteoliticos y pueden intervenir sin que haya una aci-
dificacibn previa importante. (89)

En geneyxal, las principales alteraciones de las pro-
tefnas ocurren posteriormente a la coagulacidn enzimdtica
con formacidn de substancias fijas y gases. {1)

Los procesos proteolfticos resultan especialmente
perjudiciales en la leche. En la proteflisis intervienen no
86lo enterobacterias (k. coli, etc,) y distintas otras bacte
rias gramhegativas, asy como algunos cocos, sino también y
con carfcter preponderante, los gérmenes esporulados aero-
bios (y anaerobios). Los anaercbios revisten a este respec-
to escasa importancia, ya que no encuentran el medio exento
de oxIgeno necesario para su desarrnlle. La protedlisis no
86lo deja sentir sus efectos ihmediatos sobre los caracteres
de la leche (alteraciones de¢ olor, sabor y viscosidad), sino
también en la elaboracifn de productos ldcteos. (35)

c) Materias grasas. Son hidrolizadas por las lipa-
sas microbianas; esta reaccifn es bastante lenta, pero influ
ye répldamente sobre el sabor, (1) (Ver: Hidyélisis de losg
1fpidos)
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2.1.4 Mastitis

A todas las enfermedades de las hembras lecheras res
ponde la gldndula mamaria con un trastornoc en su secrecién.
Las influencias externas, aunque en bajo grado, ya pueden in
fluir sobre la composicibn de la leche, Pero es en las en-
fermedades graves o en las afecciones especificas de la mama
(mastitis) cuando la leche resulta alterada con particular
intensidad. (35) Las leches patolSgicas son aquellas gue
provienen de glidndulas enfermas. (89)

La mastitis es uha enfermedad compleja gue tiene di
ferentes causas, diferentes grados de intensidad y variacio-
nes en la duracién y efectos. (50)

La mastitis, como cualquier otro padecimiento de gra
ves consecuenciag, reviste mdltiples aspectos de estudio,
Nosotros mencionaremos solamente tres de ellos, por su impor
tancia higiénica y tecnoldgica:

A. Microorganismos que pueden encontrarse presentes en las
leches provenientes de animales enfermos de mastitis (o
de algln otro padecimiento general). Entre ellos tene-
mos:

Bacillus anthracis, formas vegetativas y esporula-
das {carbuncol; Mycobacterium tuberculosis var. bo-
vis u otras variedades (tuberculosis; Brucelas
(brucelosis); salmonelas (salmonelosis, mastitis sal
monelésica); Listeria monocytogyenes (listeriosis);
virus de la glomopeda {glosopeda); Coxiella burneti
{(rickettsiosis - fiebre Q); leptospiras {leptospiro-
s518) 1 astreptococos (especialmente agalactiae, disga
lactiae y uberis); estafilococos; neumococos; coli-
aerGgenes) klebsielas; Corynebacterium pyogenes y
otras especies; Pseudomona aeruginosa; Nocardia as-

taroides; Actynomices bovis} Bacillus cereus; Clos-

tridium perfringesy blastomicetos; algas] micoplas-
mas; Micrococos; pasteurelas; proteus; cta.

La mastitis puede presentarse cono procesos infeccio
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sos o no infecciuvsos (no se evidenclan gérmenes). La
mastitis como procesc infeccioso puede tener lugar en el
curso de las enfermedades infessiosas generales (v. gr.:
tuberculosis, brucelosis, salmonelosis, listeriosis, glo
sopeda-asociacibn, etc.), o bien, desarrollarse como en-
fermedad organica de localizacién especifica (glindula
mamaria). De ahi que la incidencia de los distintos
agentes patbgenos (individualmente o en asociacién), va-
ria muchisimo; dependerd del pafs, la reqién geogrdfica,
los distintos procedimientos de manejo y ordefia del ani-
mal, etc.

Son mds de 20 los microorganismos capaces de produ-
cir mastitis pero m&s del 90% de los casos son causadas
por estreptococos y estafilococos. (50)

Alteraciones en la leche producidas por animales enfer-
mo8. Todas las enfermedades infecciosas de los b&vidos
pueden influir desfavorablemente sobre la secreci®n l4c-
tea. En particular, la fiebre siempre origina un descen
80 en la produccibén y una alteracidn en la composicién
de la leche. (35)

En la mastitis, las alteraciones m&s comunes consisten
en inflamaci6n y atrofia del tejido glandular., La infla
macién del epitelio secretor se acompana de modificacio-
nes en el aspectc bioquimico, fisjolBgico y bacteriol6gi
co

1. En el aspecto bioguimico:

a) Disminucidn del ntmero de moléculas claboradas
espevificamente por la gélula alveolar:

Disminucitn de la materia grasa (del 5 al 12%;
8)

. bisminucién de la casefna (la leche es wds ri
ca en protefnas distintas de la casefna nor-
maly 51)

pisminuci®n de la lactousa: 10 a 20% como nor-
ma ysneyval., (8)

PormminuctSn ade los oityatos
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b) Aumento de los productos de filtracién provenien-
tes del plasma sanguineo.

Siempre que la mama presenta una anormalidad, la
composicién de la leche tiende a aproximarse a la
de la sangre; la sangre contiene mi&s cloro y tie-
ne un pH méds elevado, (50) por ello habréi:

. Aumento de seroalblmina y globulina.

. Aumento de cloruros y de iones de sodio (en es-
te caso su presencia puede confundirse con una
leche de retencibn en la que la lactosa se reab
sorbi6 y se reemplazb con un exceso de cloruro
de sodio).

c) Las proporciones de potasio, calcio y fésforo tam
bién disminuyen y se encuentran algunas variacio-
nes en la tasa de vitamina A. Puede haber un cam
bio en el contenido de riboflavina y &cido asclr-
bico. (8)

La accibén y actividad de algunas enzimas se modi-
fica. (B8) La actividad de la lipasa se incremen-
ta en leches mastiticas. (Natzke R.P.; 89)

Al aumentar el pH se altera su fluidez, aparccien
do fl6culos o cofgulosg; (51) la acidez titulable
disminuye de un 15 a un 20%, aumentando la conduc
tividad eléctrica. (8)

En términos generales, puede decirse gue la composi-
ci6bn de las leches de animales mastiticos sufre una

doble modificacifn desde el punto de vista biojgufmi-
cor (8)

. La cantidad de extracto seco total disminuye
. Se modifica la relacifn entre los diversos cong

tituyentes de la leche

istas modificaciones varfan dependiendo del grado y
tipo de infeccibn.

En el aspecto fislopatoldgico:

In este aspecto, la inflamacifn del epitelio secre-
tor se acompana de una descamacifn epitelial y de

una hiperleucocitosis que van a la leche junto con
otras substancias que las células elaboran: diasta-
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sa, catalasa, glucbgeno, histamina, etc.

Las modificaciones fisiol6gicas dan lugar a un gran
nfimero de pruebas de laboratorio para determinar cé-
luas, enzimas, etc.

Naturalmente, el dafio tisular se acompafia de una dig
minucibén considerable de la produccién de leche.

Durante la inflamacién, los vasos sanguineos de la
zona afectada se dilatan y transportan mayor canti-
dad de sangre; los capilares aumentan de porosidad y
la velocidad de flujo disminuye; todo esto facilita
la llegada de los flufdos sanguineos al drea infla-
mada., Estos fluidos transportan los factores de la
coagulacidn del plasma y de la leche en los alvdo-
los y conductos galact6foros. En algqunos casos pre-
cipita la caseina, pero la mayor parte de las veces
los fl6culos y codgulos de la leche son el producto
de la coagulacibn de los fluifdos sanguineos. La rup
tura de los vasos sangufneos permite el paso de la
sangre a la leche o a los tejidos, lo gue explica su
presencia en la leche. (51)

Existe mucha variacién en las estimaciones de los
efectos que producen las infecciones intramamarias
en la produccién y en la composicién de la leche,
Mucho de esto es debido a los métodos usados en ta-
les investigaciones, las mediciones de los pardme-
tros y las diferencias de respuesta entre vacas a la
infecei6n. Por lo tanto, podemos encontrar en la 1i
teratura datos que nos indican pérdidas entre el 207
y el 70% de produccibn. (Cobo Abreu; 85)

3. En el aspecto bacteriolfgico:

Presencia de gran nlmero de bacterias por la infec-

¢i6n microbilana que producen las medificaciones ffsi
cas y quimicas en la leche (fermentacién de la lac~
tosa, disminucidn del pH, viscosidad de la leche, auw

mento de la conductibilidad eléctrica, etc,),

Influencia de las leches mamfticas en la claboracién de
quesos., Las leches provenientes de vacas cop wastitis

son impropias para su utilizacién en quescria. La impor
tancia técnica de las alteraciones 1 estas leches, se
acentQia por los siguientes aspectos:

o Las alteracionee ffoicas v gquimicas modifivan el
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valor de la materia prima (reducci6n de sélidos to
tales), lo que se traduce en:

. Menor valor nutritivo
. Reduccidén del poder acidificante

. Retardo de la coagulacidn por el cuajo a causa de
una reduccién de la cantidad de sgb6lidos no grasos
y la menor acidez.

(Hay un coeficiente de correlacidn de 0.87 entre
el grado de inflamacién de la mama y el tiempo de
coagulacién por el cuajo; 8)

Ademas:
. La leche puede ser inestable al calor

» Perturbacifn de los procesos de fermentacién bacte
riana debido a las modificaciones que experimenta”

la leche y la presencia de residuos de antibi6ti-
cos

. Retencibn de suero o desuerado perezoso

. El gusto y la aptitud para la conservacifn de los
productos l4cteos también se afectan negativamente

Podrfa suponerse que la mezcla de leches de varias
vacas oculta por disolucién, las alteraciones particulares
de la leche de una vaca enferma, sin embargo, segtn Alais
Ch., (l) estos inconvenientes se presentan igualmente cuando
las leches mamfticas se encuentran mezcladas con grandes vo-
ldnenes de leche normal,

La mastitis (afecciones de la glidndula mamaria) mere
ce mayor atencién de la que pudimos brindarle; aconsejamos
se acuda a libros o artfculos especializados que traten am-
pliamente todos los aspectos que reviste este padecimiento y
gu importancia técnica, econbmica e higiénica. Algunos tex-
tos de la bibliograffa utilizada pueden servir como referen-
cia. (50, 51, 52, 5, 25, 35, 1, 4%, 85, 86, 89, 8, 43)

2.2 EVALUACION DE LA LECHE

La evalunacifn de la leche gque llega a una planta de
transformacién es sip lugar a dudas, una de las actividades
mis significativas de la industria lechera: permite el apro-
vechamiento 6ptimo del producto.
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Una correcta evaluacién implica la utilizacién méxi-
ma y adecuada de los constituyentes de la leche a través del
destino tecnolégico que se le asigne; permite mejorar su ca-
pacidad de conservacibn, reduce o elimina los riesgos sanita
rios, retribuye o mejora sus caracteristicas organolépticas,
etc., No obstante, la evaluacién de la leche no libera al
productor de sus responsabilidades en el establo, es decir,
el laboratorio de una industria no es un organismo al servi-
cio del productor de leche en donde se detectan anormalida-
des o enfermedades de las vacas, ni es gufa o auxiliar de su
diagn6stico, para que posteriormente y por via ascendente,
se localice el problema y se corrija. Los productores no de

ben atenerse a ello ni los profesionales de la leche permi-
tirlo,

El productor de leche es el finico responsable de su
explotacién y debe prever todas las anormalidades posibles
segfin las condiciones en que trabaja, el tipo de instalacio-
nes, manejo de animales, alojamientos y equipo de todo tipo
que directa o indirectamente entran en contacto con la leche;
programas de medicina preventiva, revisiones peribdicas del
estado de salud de animales y personal, controles bacteriolf
gicos regulares de las instalaciones de ordeiia, ubres, agua,
et, Amplia gama de actividades que requieren atencién espe-
cial y separada de la industria, en cuanto a andlisis de la-
boratorio y programas internos se refiere,

El laboratorio de la planta industrial se responsabi
liza de todos los procesos que ocurren en su drea, Culminar
en productos de la mejor calidad posible para el consumo hu-
mano es su objetivo. Por ello, desde el momento en que la
leche se entrega a la industria comienza el anflisis., Los
resultados de un examen cunalitativo de la leche permiten in-
ferir los distintos productos l&cteos que pueden elaborarse,
el grado de calidad esperado (fisicoquimica y bacterioldgica
mente) y las precauciones que deberfn tomarse para la conser
vacifn y el manejo de los mismos,

La correcta evaluacifn de la leche requiere, entre
otros, el conocimiento de Tos procesos de biosfntesis l4tea
en la ubre del animal, de ahf, la composicién media de la le
che considerada normal, los factores (tanto internos como ex
ternos al mamffero) que hacen variar la composicibén de la le
che, las condiciones en gue fue producida, obtenida y manipu
lada, el grado y tipo de contaminpacién, las posibles adulte-
raciones y alteraciones y, finalmente, su aptitud para trans
formarse en determinado producto licteo.

Las consideraciones anteriores deben ser objeto de
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ainplio estudio; algunas publicaciones al respectoc se encuen-
tran enumeradas en la bibliografia.

Cuando las muestras de leche llegan al laboratorio,
los andlisis que pueden practicarse en un lfquido de natura-
leza tan compleja son muchos y muy variados dependiendo de
lo que se investigue; alqunos son senclllos, otros més com-
plicados. En la prictica diaria, s6loc se realizan los que
se consideran necesarios y précticos (valga la redundancia)
para determinar si una leche satisface o no, los requisitos
sanitarios y del procedimiento a que seri destinada. (Sir-
ven también, conociendo la calidad de la leche que se recibe
para asignar el pago correspondiente).

En nuestro caso, sabemos que la obtencién de quesos
de primera calidad asi como la regularidad y la uniformidad
en el tipo fabricado, s6lo puede lograrse cuando se dispone
de una leche con correcta composicifén quimica y bacteriolégi
ca. La determinaci6n de la calidad del producto natural tie
ne tambié&n por objeto eliminar las leches alteradas u osten=
siblemente modificadas (leches de vacas que padecen enferme-~
dades infecciosas),

La elaboraci6n de queso de alta calidad depende en
gran medida de la aptitud de la leche para el desarrollo mi=-
crobiano. (1.3) En tal sentido conviene conocer su rigueza
en los componentes fundamentales (grasas, protefnas, hidra-
tos de carbono, sales minerales) y la Influencia de los mis-
mos en la proliferacifén de los microorganismos. Muchas ve-
ces las bacterias licticas no ge desarrollan en la leche o
lo hacen con dificultad; ni en uno ni en otro caso la leche
es apta para la elaboracibn de queso, por exigir ésta el de-
sarrollo de procesos llevados a cabo por algunos microorga-
nismos y ciertos sistemas enzim&ticos de origen microbhiano,

La aptitud de la leche para la elaboracifn de queso
depende de Bus caracteres orgapolépticos y fisicoquimicos y
de la naturaleza de su microflora, Es idfnea cuando posee
un color, sabor y olor y una composicidn normales y cuando
cuenta con una microflora apropiada y una buena aptitud para
la coagulaci6n. (13) Para algunos autores, (8) la verdadera
causa de la aptitud o no de la leche para una correcta fabri
cacibn do quesos, descansa fundamentalmente sobre factores
microbianos mds o menos conocidos,

Actualmente, en nuestro medio, la leche que se desti
ne a la elaboyacién de queso ha de ser objeto de una riguro-
sa seleceién, debiendo, en cualguier caso, reunir todas las
exigencias higiGnicas y técnicas que permitan la fabricacién
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de quesos aptos para el consumo humano. La descripcién del
proceso de elaboracién permitir8 formular un criterio adecua
do para evaluar una leche destinada a la fabricacién de que=
80 Oaxaca y que permita, a su vez, cumplir ampliamente con
las exigencias sanitarias vigentes para el producto.

No podemos dejar de sefialar, en cuanto a evaluacién
de la leche se refiere, la situvacién ideal. Evaluacidn, es
en s! mismo, un término muy diffcil de manejar en cualquier
&rea que se aplique, debido a la gran cantidad de factores
que lo constituyen y/o modifican; muchos de ellos escapan o
definitivamente no est&n al alcance del "evaluador", redu-
ciéndose entonces su participacién a una simple opinién per-
sonal, con todo lo que esto implica.

En nuestro caso, las necesidades de una planta elabg
radora de productos licteos (gqueso tipo Oaxaca en particu~
lar), son las dictaminadoras del criterio de evaluacifn,

Una planta Industrial que cuente con una explotaci®n
productora de leche o una cuenca lechera muy préxima a sus
instalaciones y que la provea de la cantidad necesaria de le
che, se encuentra ya en una situacién muy favorable; y aGn
mejor, si1 la explotacién pertencce a la planta y se dispone
de personal técnico y profesional, especializados e¢n contro-
lar todos los factores que intervienen en la obtencién de le
che con las caracter{sticas deseadas; las ventajas de ello
saltan a la vista (la evaluaci6n de la leche, entre otras,
se reduce a un minimo indispensable). Conjuntamente al as-
pecto técnico se trabaja entonces en el campo de la produc-
cibn de la materxia prima y su aprovisionamiento a la planta

para culminar en productos de 6ptima calidad, constituyéndo-
se como un todo arménico.

2,2.1 Temperatura

La temperatura de la leche se anota al scer entregada,
para determinar asf el grado de enfriamiento en Jos establos
y las medidas tomadas en el transporte para mantener la tem-
peratura satisfactoriamente hasta que la leche scea entregada
en las plantas (...). Como las temperaturas de entrega no
indican necesariamente: 1} prontitud del enfriamiento en el
establo, ni 2) mantenimiento continuo de temperaturas bajas
despuéds del enfriamiento inicial, los datos asi obtenidos no
indican infaliblemente que el enfriamiento es adecuado. (41)

La temperatura de la leche, como indicancs anterioy-~
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mente (l.4) debe ser de 8-10°C al llegar a la planta, pues
esta temperatura retrasa fuertemente el desarrollo de las
bacterias acidificantes,

Cuando en las pruebas de plataforma se toma rutina-
riamente la temperatura, se deben impartir instrucciones pa-
ra: 1) mantener los term&metros libres de contaminaciones,
2) conservarlos a una temperatura uniforme que permita a la
columna de mercurio reposar répidamente, y 3) leerlos rédpida

mente una vez retirados, si no se pueden leer mientras estén
sumergidos. (41)

La lectura de la temperatura se anota en los libros
de recepcién junto con la fecha y hora de entrega de la le-
che, sobre todo en los casos de existir alguna prima por la
entrega de leche refrigerada.

2.2.2 Toma de Muestras

Para que un anfilisis cualquiera tenga verdadero va-
lor, debe partir de una muestra bien tomada, y este procedi-
miento, gque a primera vista es muy sencillo y al que en mu-
chos casos no se le concede la importancia que exige, debe
hacerse con la mayor atencién y ajusténdose a normas cientf-
ficamente establecidas. (44)

IL.a muestra debe ser siempre caracteristica del lote
que representa, por eso nunca se deben muestrear leches con-
geladas, coaguladas o con grénulos de grasa (no poseen una
composicibn uniforme).

La toma de muestras debe realizarse sabiendo qué ti-
po de pruebas se van a aplicar a la leche, pues segln ésta,
serfn las exigencias y necesidades del material y procedi-
mientos a seguir (por ejemplo, las precauciones para las de-
terminaciones microbiolégicas suelen ser mayores quo para
las determinaciones fisicoquimicas y el volumen de muestra
necesario también puede varjiar mucho).

El material y procedimientos siguientes se conside-
ran adecuvados a la Indole de pruebas a realizar. (2.2.5%)

En el apartado de recepci6n de la leche hicimos alu-
816n al momento de la tuma de muestras: (1.1)
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2.2,2.1 Material

® Agitador: pala sanitaria de longitud adecuada pa-
ra tanques y bidones

® Recipiente de vidrio, limpio, con tapa y capaci-
dad para contener un litro de leche

e Instrumento para transferir muestras: un cuchar6n
de metal limpio y seco

2.2.2.2 Procedimiento

El muestreo debe realizarse en los tangues de almace
namiento o en los recipientes de las b&sculas que contienen
la leche cruda gue no ha recibido ningQn tratamiento. (1.,1)

La leche se debe agitar durante algunos segundos (30
o més) por medio del agitador automitico del tanque o de la
pala sanitaria.

Debe evitarse la formacifn de espuma y recibirse la
muestra (1l litro aproximadamente) en el recipiente de vidrio
previamente identificado. Se cierra herméticamente y se lle
va al laboratorio.

Cuando se trata de recepcién en camlones clsterna,
(1.2) las muestras de leche deben tomarse de la cisterna lle
na, también previa agitaciédn manual o automitica siguiendo
el mismo procedimiento.

2.2.3 Apreciacién Sensorial

La apreciacitn organcléptica de la leche involucra
principalmente a los soentidos de la vista, el olfato y el
gusto; sobre este Gltimo debemos hacer hincapié en su limita
ci16n, dado el peligro gue entrafa probar la leche cruda.
{(2,1.2)

El laboratorio de una planta de l&cteos debe anali-
zal el aspecto organoléptico periédica y regularmente junto
eon las pruebas de tipo microbioldgico y fisicoquimico.

La miaestra de estudio, al igual que para loa otros
anflisis, es Gnicamente representativa del hato en particu-
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lar y la mezcla de leches de la produccifn de varias vacas
puede ocultar la apreciaci6n de alteraciones en su color,
olor y sabor individuales.

2.2.3.1 Color, olor, sabor

El aspecto, color y fluidez se observan mejor sobre

una superficie negra (ejemplo: reconocer la formacién de £16
culos).

La definici6n de olor y sabor de un producto natural
cmplejo, como la leche, es muy diffcil, ya se trate del olor
y sabor normales o de olores y sabores anormales. La apre-~
clacién de estas sensaciones varla grandemente segin los in-
dividuos, a causa de las diferencias importantes en la agude
za de los sentidos (...). El sabor es una "respuesta inte-

grada", encontréndose los integradores en la nariz y en la
boca. (1)

Algunas alteraciones se pueden detectar sélo por el
olor. Frecuentemente se deben a sustancias volétiles, que
algunas veces se aprecian mids claramente cuando se calienta
la leche. Se vierte una cantidad de 10-20 ml en un vaso de
precipitado pequefio y limpio, se calienta a unos 60° (25°C
son suficientes, segln Lerche; 35) y a veces se aprecia un
cierto olor., 8i la alteracidn no se ha podido detectar por
el olfato, se puede poner se manifiesto por el qusto, pero
(nicamente cuando sea absolutamente necesario y, en todo ca-
80, no se ingerir§ la leche, (84)

CLASIFICACION

La literatura que fue posible consultar pone de mani
fiesto (salvo excepclones), que la apreciacién organoléptica
es relegada a un segundo plano; se menciona muchas veces de
modo meramente accidental, por ello no siempre se ofrece un
panorama o una clasificaci6n satisfactoria de los colores,
olores y sabores que pueden encontrarse en la leche. SegGn
lo anterior, proponemos, para la leche cruda, una simple cla
sificacién general que resulta de utilidad, al menos, para
nuastra descripcibn:
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a) "Normal"
b) Por substancias Via respi

de origen ali- ratoria via
menticio £
A) Via diges sanguinea
ORIGEN d c) gor sgbstanc%ag tiva f
INTERNO € origen qulmi :

C co o medicamen=- .
olor toso .
olor LI T O B I NI DN O D IR B B Y R IR RN R TR TR RN RN I BRI I B
sabor d) Afecciones patolfgicas o fisioldgicas

N (Generales o localizadas en la glindula
mamaria)

a) Absorbidas o retenidas

OR?éEN b) Enzimdtico (lip6lisgis principalmente)

EXTERNO ¢) Quimico
L d) Por accién microbiana

Entendemos como caracteristicas de origen interno,
agquellas que se encuentran ya en la leche a su salida de la
mama. Las de origen externo, son aquellas adicionales o so-
brepuestas a las que posee la leche despu&s de su salida de
la glé&ndula; se desarrollan en la leche durante su almacena-
miento y se deben a alteraciones enzimfticas, wmicrobiol6gi-
cas 0 quimicas,

A) ORIGEN INTERNO

Las caracterfsticas de origen interno, propias o ad-
quiridas en la leche en el interior de la glfndula mamaria,
le son comunicadas por via sanguinea.

La sangre, en su recorrido por el organismo se coh-
vierte en el agente conductor de substancias comunicadorag
de olor, color y sabor a la leche, de origen alimenticlio o
quimico, en su paso por lag vias digestiva y respiratoria
principalmente, Los gases eructados que pueden dar lugar a
sabores extraios de origen interno a la leche, utilizan tam-
bi&n, en ditima instancia, la via respiratoria o digestiva
para llegar a la sangre vy de ahf al tejido sccretor de la
gléndula.
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La mayorfa de estas caracteri{sticas extrafas proce-
dentes de la via digestiva o respiratoria acaban por ser ex-
cretadas o exhaladas, siempre y cuando medie el tiempo nece-
sario, por inversién de las dos rutas, pues la concentracién
de los aromas extranos en la leche depende de la que alcan=-
cen en la sangre, que a su vez depende de ia suministrada a
los pulmones o al rumen de las vacas.

Al disminulr la cantidad que va en la sangre, la con
centragién de ésta llega a ser inferior a la alcanzada en la
leche y el aroma difunde de la leche a la sangre. (51)

a) "Normal"

Las caracteristicas organolépticas propias de la le-

che se emplean muchas veces como parte de la definicién del
producto:

La leche es un liguido blanco, opaco, dos veces mis
viscoso que el aqgua, de sabor ligeramente azucarado y de
olor poco acentuado. (89)

Coloxr, La leche es un lfquido opalescente que pare-
ce blanco si el espesor es suficiente. Iste aspecto caracte
ristico resulta principalmente de la dispersibn de la luz
por las micelas de fosfocaseinato de cal. (1)

Pigmentos. La leche contiene dos pigmentos:

. El caroteno, colorante amarillo (que se ubica en
el inciso 2.3: Materia grasa), coloreca la fase qra
sa; por ello la leche entera rica en ¢grasa presen-
ta una ligera coloracién amarilla, cuando los fo-
rrajes que ingiere la vaca contionen el pigmento
en cantidad congiderable.

La ausencia de este pigmento en la leche desnatada
la hace aparecer de un tono blanco-azuladao, (1)

. La riboflavina, pigmento amarillo-verdoso fluores-
cente, gque no se pone de manifiesto més que en el
lactosuero, {1) (Ver: 3.1.9,1,3)

La leche cruda de buena calidad es un 1{quido con un
ligero sahor caracterfstico debide a compuestos de bajo peso
molecular, tales cowo la acetona, el acetaldehfdo, el sulfu-
ro de metilo, trazas de Scidos grasocs 4 -~ €y, metilcetonas
vy lactonas {...}. La ligera dulenra de la leche normal se
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debe a un equilibrio entre el sabor dulce de la lactosa y el
sabor salado del cloro. (51) No hay que olvidar componentes
menores de sabor fuerte como la lecitina; (1) individualmen-
te muchos de los aminolcidos que forman las proteinas tienen
sabor amargo. (13) Las protefnas son insfpidas; sin embargo
su papel es importante, ya que forman una masa que atenfa y

equilibra los sabores. (1)

La leche recién ordenada tiene un olor especial que
desaparece rédpidamente en el curso de las manipulaciones.
(1) Para Schmidt, (51) la leche de buena calidad carece de
olor o, s8i lo tiene, es muy suave y evoca "una sensacién bu-~
cal suave y rica".

b) Por substancias de origen alimenticio

Se pueden detectar sabores y olores a alimentos o
plantas inmediatamente después del ordeio., (84) Los olores
del pienso y el ambiente pasan del aire a los pulmones de la
vaca y son captados por la sangre y transportados a las célu
las epiteliales de la mama, de donde difunden a la leche.
(51)

Los olores gue llegan por via digestiva son absorbi-
dos por la sangre en el tracto digestivo e igualmente trans-
mitidos a la leche. Otras veces son consecuencia de gue la
digestién parcial de los alimentos en el rumen produce subs-
tancias volétiles que son eructadas, inhaladas por los pul-
mones y transferidas primero a la sangre y luego a la leche.
(51)

Sabores procedentes de la alimentacidn apavecen en
el ordefio tanto mids frecuentemente cuanto mds reciente haya
sido la distribucién de los alimentos; esta influencia de la
alimentaciébn se reduce o elimina cuando se distribuye el ali
mento varias horas antes del ordefio.

rstos defectos aparccen més a menudo cuando en la
alimentacién del ganado disminuye la hierba fresca o seca
{heno) y aumenta la proporcién de vegetales ensilados, remo-
lacha, subproductos de las fébricas de azGear, destilerfas y
cervecerfas; estos alimentos, sobre todo los engilados de ca
lidad dudosa y las pulpas (remolacha azucarera tras la ex-
traccisdn) son la causa de sabores desagradables,

bunkley {citado por bl) afirma que existen al menocs
46 hierbas y 10 tipos de alimentos que confieren aromas ex-
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traflos a la leche si se les suministra a las vacas cinco ho-
ras antes del ordefio. Entre ellas se encuentra la ambrosfa,
las cebollas, los ajos, el nabo y el ensilaje. La mayor par
te de los compuestos aromiticos del ensilaje pasan a la le-

che, El &cido butfrico (componente vol&til del ensilado) in
fluye de manera secundaria en la aparicién de sabor a en51la

do, (35) o bien, influye marcadamente (5) o no se detecta.
(14)

Las malas hierbas que dan origen a los sabores extra
fios deben eliminarse de la dieta de las vacas lecheras, poxr-
que la mayor parte de estos aromas extrafios persisten duran-
te mis de 12 horas. (51)

La administracién de harina de pescado en gran canti
dad o de baja calidad, presta a la leche sabor y olor a pes-
cado, (35)

La cantidad de alimento ingerida es también signifi-
cativa: por debajo de una cierta proporcién de alimentos, co
mo la remolacha, es posible que no aparezca ningQn sabor;
mientras que una proporcifn aumentada del mismo alimento en
la racién dard un sabor desagradable a la leche, (1) que se
debe a la presencia de trimetilglucocola, (35) gque puede en-
contrarse tras la administracién de hojas de remolacha ensi-
lada.

Cualquier cambio brusco en la alimentacién es proba-
ble que resulte con un correspondiente cambio en el sabor de
la leche. (5)

La velocidad de transmisién varfa con el alimento y
con su forma. Tras una distribucién de alfalfa verde, apare
ce el sabor al cabo de una hora o dos; tras la ingestién de
jugos de alfalfa como hebida, el plazo es de 30 minutos. (1)
El ajo hace notar su presencia en la leche cuatro horas des-
pués de ingerido., (3%)

La formaci6n del color azul o el principio de una co
loracifn azul que se manifiesta del todo en contacto con el
alre puede ya originarse en la ubre cuando las vacas ingile-
ren determinadas plantas en gran cantidad con el planso (35)
~no mencionamos las especies.

¢) bor substanciag de origen quimico o medicamento-
50

A veces la leche adquicre olores y sabores de cier-
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tos productos con olor fuerte (...) al inhalar aire impuro
las vacas encerradas en establos deficientemente ventila-

dos...; (41) puede aparecer, por ejemplo, un olor fétido en
la leche. (5)

Medicamentos como el cloroformo, &ter, esencia de
trementina, hidrocarburos clorados (insecticidas), pestici-
das ingeridos con plantas (5) y otras substancias empleadas
en la lucha contra los pardsitos pueden influir de manera
perjudicial sobre el sabor de la leche. Tambi&n la adminis-
traci6n de productos aromé&ticos con mezclas de sales minera-

les o "brebajes" puede transmitir a la leche las esencias
aromdticas. (35)

El tiempo transcurrido desde la exposicién de la va-
ca a un aroma indeseable hasta su aparicién en la leche de-
pende de la ruta por la que penetre en la sangre. Doughert
y colaboradores (14) observaron que las substancias que pro-
vocan aromas extrailos en la leche se detectan mds aprisa
cuando se dan por via respiratoria que cuando se administran
por via digestiva., En el primer caso, substancias como el
acetato de etilo, aparecieron a los 15 minutos después de su
introduccifin; por via digestiva aparecieron en la leche de
la mayoria de las vacas entre 30 y 60 minutos,

La coloracién roja de la leche sge observa también
tras la administraci6n de fenotiacina. (39%)

d) Afecclones patolb6gicas o fisiol6gicas
(Generales o localizadas en la glandula
mamaria)

El ordeiio brutal y las lesiones de la ubre originan
el paso de sangre a la leche, En el ordeno brusco se desga-
rran pequefos vagos del paréngquima, on cuyo caso on el exa-
men microsebpico de la leche aparecen gl6bulos rojos, (35)

En condiciones fisiol6gicas se encuentra sanyre en
el calostro, lo que se traduce en leche roja. (33)

IFisiol6gicamente, la leche adopta color amarillo
cuando es ~aloustral, (39)

Patolbgicamente, el color amari{llo pueds aparcever en
la leche como consecuencia de ifctoviciasg, sopeda, carban-
co y mastitis, (35)

El defecto de la leche gris se pyesenia cuando pagan
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a la leche grandes cantidades de hierro (superiores a 5 ug/
ce). (3% El aspecto gris8ceo mids o menos transldcido, pue-
de deberse a una disminucién de la proporcién de caseina ba-
jo la forma micelar; es el caso del calostro del primer dia,
asf como el de la leche de fuerte retencién y de algunas le-
ches patolbgicas. (1)

Animales que padecen cetosis, pueden presentar el pa
so de cuerpos cetfnicos de la sangre a la leche, (1) lo que
le comunica un olor caracteristico.

Sabor salado y/o amargo. En las enfermedades leves
y en los trastornos secretores la leche presenta un sabor sa
lado; en las mastitis avanzadas sube marcadamente la concen-
traci6n de cloro y con ello un sabor salado y amarqo; la le-
che calostral tiene el mismo sabor. En las enfermedades ge-
nerales de curso febril se modifica la composicién de la le-
che (menos casefna y lactosa) y con ello el sabor de la le-
che, que recuerda al calostro. (35) Se presenta también en
leches de final de lactacién y ocasionalmente en vacas en
las primeras etapas de lactacién. (5)

Numerosas afecciones de tipo fisioldglco o patoldégi-
co incrementan la tasa normal de lipasa propia de la leche,
esto origina posteriormente el enranciamiento de origen ex-
terno enzim8tico. (Ver: Hidr6lisis de los lfpidos; 2.3.3)

B. ORIGEN EXTERNO
a) Absorbidos o retenidos

A veces la leche adquiere olores y sabores de cler-
tos productas con alor fuerte, al absorberse del aire vicia-
do (ventilaci6n inadecuada) del lugar donde las vacas son ox
defladas o donde la leche es almacenada,.., (41) porque la le
che entera tiene una gran capacidad para la absorcidn de ema
naciones diversas; (1) puede adquirir por c¢jesplo olor a ya-
solina, chapopote, etc. (89)

b) Enzipdtico

Sabor rancio, debido a la hidr6lisis de los triglicé
ridos de la grasa por aceidn de las lipasas normalmente pre-
sentes en la leche (ver: Gldbulos ygrasos; 2.3.7, £.3.3)  Es-
te trastorno de origen externo puede deberse, indivectamente
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a afecciones patol6gicas o fisioldgicas del animal que aumen
tan la tasa normal de la lipasa de la leche (vacas con eleva
do contenido de estrfgenos en sangre, vacas que padecen quis
tes ov8ricos, asf como en las afectadas de ninfomania y las
que se hallan en estado avanzado de gestacién; 35),

El sabor a jab6n tiene el mismo origen que el sabor
rancio, (1)

c) Qufimico

se ha descrito en la leche otro gran nGmero de aro-
mas y sabores extrafos. Algunos se deben a productos quimi-
cos de origen ajeno a la leche, fundamentalmente contaminan-
tes de la misma después de que &sta haya salido de la vaca.
Ciertos desinfectantes y pomadas fen6licos utilizados para
el tratamiento de las llagas del pezén y de las abrasiones
de la ubre hacen que la leche adquiera un ligero aroma fen&-
lico, que se intensifica en presencia de cloro, en cuyo caso
se produce un aroma clorofenélico caracteristico. (51) Otros
ejemplos son el uso de yodSforos como desinfectantes y el em
pleo de insecticidas en spray., (5) -

Aroma oxidado (met&lico, a sebo, aceitoso, a cartén,
a papel). Es consecuencia de la acumulacién de compuestos
carbonilicos producidos por autooxidacién de los 8cidos gra-
sos no saturados de los fosfolipidos de la leche (ver Mate-
ria Grasa, 2.3); la oxidacibn de los &cidos grasos no satura
dos es catalizada por el cobre en presencia de un prooxidan-
te, el Qcido asc6rbico -vitamina C., (51, 35, 5)

Lag variaciones en la susceptibilidad a la ~»vidacifn
son parcialmente dependientes de la composicidn de la leche
y de su contenido bacteriano, (Ver: 1,4 ¢. y d. y Materia
Crasa: caroteno, tocoferol y vitamina ), Cuando se retira
a vitamina C no se produce el sabor oxidado por alta que sea
la tasa de cobre presente. (35)

La manipulacidn de la leche en recipientes de acero
inoxidable reduce mucho su exposicién a catalizadores de la
oxildaci6n como el fierro y el cobra,

1l sabor oxidado aparece mds frecuentemente en las
leches de principio de lactacifn. Pueden existir variacio-
nes segfin la raza, (1)

La expogicién de la leche a la laz solar produce
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otro tipo de aroma oxidado, detectable 10 minutos después de
haber sido expuesta la leche a la luz solar, (51, 5) qua pro
bablemente sea el mismo que describen Alais (l) y Lerche

(35) como catflisis de las reacciones entre mol&culas nitio-
genadas que no constituyen reacciones cldsicas de oxidacién,
Lo que se denomina en inglés sunlight-flavor o solar acti-
vated flavor (en espafiol podria decirse "sabor solar"), es
la consecuencia de estas reacciones, La substancia responsa
ble es el metional formado a partir de la metionina, amino&=
cido que puede proceder de diversas proteinas de la leche,
con intervencién de la riboflavina. El sabor caracteristico
aparece con 0.l ppm de metional.

d) Por aceci6én microbiana

Las bacterias presentes en la leche en un momento de
terminado y que provocan las alteraciones de color, olor y ~
sabor pudieron llegar a ella por cualquiera de las vias men-
cionadas en el inciso 2.1l.1,

Algunos de los aromas m&s frecuentes son de origen
microbiano y son producidas por procesos fermentativos,
Generalmente puede haber concentraciones microbianas muy ele
vadas sin que se presenten en la leche sabores extrafos de-
tectables de este origen. (51)

Entre los sabores extrafios mds comunes cuyo origen
se encuentra en enfermedades microbianas, cabe citar el sa-
bor &cido, que es consecuencia de la fermentacién de la lac-
tosa y su converién en dcido ldctico por diversos géneros mi
crobianos (ver: 2.8 Acidez). En la leche en la gque se ha
desarrollade una ligera acidez, a veces se puede percibir un
olor Bcido. (91)

El sabor a malta (que pucde confundirse con el sabor
a cocido) se produce cuando la leucina (aminolcido) es fer-
mentada por el Streptococcus lactis variedad maltigenes, pa-
ra dar el aldehfdo-3-metil-butanal; este microorganismo no
es termorresistente por lo que la leche pasteurizada no es
susceptible de sufrir esta alteraci6n. (1, 51, 35)

La hidrélisis de las protefnas de la leche por los
microorganismos origina un sabor amargo, que resulta de un
acimulo de polipéptidos, (51) debido especialmente al Strep-
tococecus liguefaciens (actualmente: Str. faecalis subesp.

iiquefaciens: 6) y a veces a levaduras como la Torula amara.

Se han encontrado Actinomices en las leches de sabor amargo
y mohoso, (1)
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A veces es difficil diferenciar los sabores proceden-
tes de acciones microbianas, de los que tienen su origen en
otras causas. Los defectos de sabor de origen microbiano,
no se hacen aparentes mds que tras una conservacibn bastante
larga, corrientemente de mis de un dfa. (1)

Sabor a patata., Se debe a Pseudomona graveolens (ig
norada en la 8a., edici6én del Manual Berguey's), gérmen que
se desarrolla bien a temperaturas bajas. Este sabor persis-
te tras la pasteurizaci6n, (1)

Las bacterias coliformes se manifiestan en ocasiones
por sabores desagradables diffciles de definir. (1)

Otras bacterias producen sabores aromdticos, a fru-
tas, no desagradables; en general no son persistentes y sue-
len ser reemplazados por otros menos agradables. (1)

Muchos de los gases producidos por microorganismos
tienen un olor caracteristico. (91)

Sabor rancio, producido por la hidr6lisis de las gra
sas por accibn de lipasas de origen bacteriano. (Ver: Hidr6-

lisis de los lipidos, 2.3.3) El sabor a jabdn tiene el mis-
mo origen, (1)

La actividad lipolftica y proteolitica de los gérme-
nes psicr6filos tratados durante la refrigeracién de la le-
che cruda (1.6) es el origen de malos olores y sabores demos
trados en las leches enfriadas de calidad bacteriolégica du-
dosa: gusto rancio, pGtrido, amargo, frutal... Estos malos
gustos son graves porque no desaparecen generalmente con tra
tamientos ulteriores de la leche cruda. (89)

Las leches coloreadas a causa de los microorganismos,
gon raras (a pesar de que la leche contiene corrientements
gérmenes variados cuyas coloniag sobro medio s6lido lo son).
Sa citan varios microorganismos identificados en los produc-
tos coloreados: Pscudomona cyandgenes: azul (no se encuentra
catalogada en ceparios -species incertac sedis), Pseudomona
synxantha: amarillo, Serrvatia marcecens: rojo; la oracién
roja también la producen Oidium um, Saccharomyces rubey,
Sarcina ruber (ignorada en la B8a. cdicién del Manual Ber-
guey's), fJarcina rosea (actualmente Thiosarcina roseaj 6),
Bact. lactis erythrogenes (referida en J. Bacteriological

301639-4647 6), etc.

La coloracibn marvén se aprecia a veces en la supoer-
ficie de la leche agria, lo gue obedece a la oxidacién de la
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tirosina por accién del Pseudomona fluorescens, (35)

Dos o mds microorganismos que actlan conjuntamente
pueden ser los responsables de una alteracifn. Si se desea,
podrd comprobarse su capacidad de producir colores, sabores
y olores; deber&n aislarse primero encultivo puro y después

sembrarse en leche reciente y pasteurizada en el laborato-
rio.

2.2.3.2 Textura

Finalmente, podemos mencionar alteraciones de tipo
fisico que no producen cambios en el color, olor o sabor ‘de
la leche (siempre y cuando no se acompalien de algunos de los

descritos anteriormente), sino en el aspecto o textura de la
leche.

Textura filamentosa (viscosa), pero diferente de la
leche viscosa por mastitis, Esta leche no desarrolla su as-
pecto sino hasta varias horas después del ordefo. Bacterias
coliformes y algunos estreptococos forman una membrana gela-
tinosa alrededor de sus cuerpos y las gomas y mucinas de
ello forman el aspecto hilado de la leche., A menos que las
bacterias hayan causado fermentacién dcida, el sabor es nor-
mal y puede beberse., (5)

Cuajo dulce. Algunas bacterias (Bacillus subtilis,
Bacillus cereus y Streptococcus liquefaciens), secrctan una
enzima parecida a la renina que coagula la leche sin incre-
mento de la acidez., (5)

2,2,4 Composiciétn de la Leche

La leche constituye un edificio gqufmico y fisicoguf-
mico muy complejo cuyo perfecto conocimiento es indispensa-
ble para cualquiera que desee compronder los principios de
su tratamiento y de la transformaci6n del producto. (89)

Ia composicifbn promedio du un litro de leche es la
siguiente: (89)
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I. Constituyentes Pl4sticos o Energéticos Gramos

Agua*hcoclllolvucntoovlouooctlol‘lloo'll.loaocu 900"‘912
Materia gl‘asa...»-.......-...... 35-45

Extracto seco / Extracto [Lactosa...cvsievssesses 47-52
Total Seco Materias nitrogenadas., 33~36
{(125-130 g) Magro Materias salinas...... 9-9.5

II. Biocatalizadores (indosificables o al estado de tra-
zas): pigmentos, enzimas, vitaminas

I1I. Gases disueltos: Gas carb6nico, oxfgeno, nitrégeno
(4 a 5% del volumen al salir de la glindula)

La mama constituye igualmente un emuntorio, por ello
se pueden encontrar también en la leche substancias de elimi
nacién sin valor nutritive. (1, S1)

En la leche se distinguen tres fases: la emulsi6n de
la materia grasa, la suspensién de casefna, ligada a las sa-
les minerales y la solucidn o fase hidrica que forma el me-
dio general continuo.

La caracterfistica esencial de la compesicién de la
leche es su armonfa, lo que hace de ella un alimento de va-
lor nutricional inestimable... (89)

La comprensién de la composicién de la leche, asf co
mo de todas las variaciones que puede experimentar, exige el
conocimiento de numerosos factores tanto internos como exter
nos al animal., Nos limitaremos a enumerar alguros de ellos,
debido a que su extensa descripcibén estf fuera del alcance
de este trabajo, pero convidamos nuevamente a emprender su
egtudio,

Al momento de analizar la compogicién de la leche en
el laboratoric, es pues, conveniente tener algGn conocimien-
to de los siquientes factores que la modificang

Especie, raza o razas productoras, heredabilidad de
la composicién y rendimiento lécteo durante las distintas
etapas de la lactacién, calostro, edad del animal y peso al
parto, etapa de gestacitn, duracién del periodo seco, efec-
tos estacionales, efectos de la temperatura amblente, enfer-
medades del ganado (la mastitis en especial), estado general

11 agua se¢ encuentra como agua libre (disolvente 4 87.5%) y
agua ligada (+ 3.7%).
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al momento del parto, plano nutritivo, niveles de grasa y
protefina en la dieta, varlaciones en la dieta; fraccién del
ordefio a que corresponde la muestra, nGmero de ordefios al
dfa, forma de obtencifn y manipulacién de la muestra, etc.

Muchos de estos agpectos son netamente de carfcter
individual y varfan de un animal a otro; sin embargo, algu-
nos comprenden las précticas de manejo comunes a todas las
vacas y pueden repercutir en alguna forma sobre la composi-
cién de la leche del conjunto de vacas de un establo o de
una misma regién.

Del andlisis de la composicién de la leche, aun en
forma individual y seq(n las consideraciones anotadas, se
desprende que no siempre resulta f&cil establecer un limite
entre las influencias fisiol&gicas y patolégicas (ambas de
carflcter. interno) que determinan la composici6én de la leche
en un momento dado, y puede existir cierta transicién en los
resultados de las investigaciones.

Siempre que sea posible, la leche remitida al labora
torio debe acompafiarse de un informe que ubique al analista
y haga mis verfdico su dictamen.

Es un hecho conocido que en ciertas regiones que pa-
recen privilegiadas, la calidad de determinados quesos es
siempre superior a la de otros fabricados en distinto lugar.
La calidad bacteriol6gica y los detalles de las técnicas de
fabricaci6n no dan una explicacién suficiente a estas dife-
rencias, La composicifn quimica es la que realmente inter-
viene en numercsos casos; (1) pero dado el nfmero de facto-
res que pueden modificarla, no siempre se dispondri de leche
apta para elaborar gqueso (ejemplos de ello son las leches
mastiticas o patolbgicas, la leche calostral y la ordenada
durante los primeros 10 a 1l dfas despufs del parto; la le-
che del final de lactacif6n es salina y amarga, etc.).

Otro tipo de substancias suelen encontrarse presen-
tes en la leche. 7Tal es ¢l caso de residuos y productos qui
micos de los Ingredientes de limpiezaj; contaminacidn por re-
siduos de antibidticos (cuya importancia volveremos a mencio
nar en la elaboracidn de fermentog l&cticos), residuos de di
ferentes pesticidas (organoclorados y derivados, DDT y deri~
vados, etc,), contaminacién por micotoxinas (aflatoxinas
principalmente), contaminaci6n por elementos radiactivos
(principalmente yodo-131, cesio-137, estroncio-90), metales
tbxicos (plomo, arsénico), ctc.
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2.2.5 cCalidad de la Leche de Recepcién

Al hablar de la calidad de la leche, debemos conside
rar los sigulentes aspectos:

A, La riquc¢a de la leche en sus diferentes compo-
nentes

B. La calidad bacterioldgica
C. Las relaciones entre ambas

Para medir o apreciar estas calidades, pueden utili-
zarse diversos métodos, entre los que podemos citar: (1)

1. Las pruebas féciles, de ejecucibn r8&pida, que so
lamente precisan material sencillo y productos
poco costosos., Su precisién es limitada y en
ciertos casos su valor es escaso por su falta de
especificidad.

2., Los métodos analfticos m&s o menos complejos,
que no pueden realizarse m&s que en laboratorios
bien equipados y por personal preparado,

Los exfmenes slistemdticos a realizar sobre gran nfme
ro de muestras, precisan, naturalmente, métodos simples, ré&-
pidos y que no exijan grandes gastos.

A. La riqueza de la leche en sus diferentes compo-
nentes

Be puede admitir, desde un punto de vista general,
que cuanto mids rica es la leche en materias grasas, materias
nitrogenadas, vitaminas, etc., mejor serf la calidad quimica,

llamada asf para diferenciarla de la calidad bacteriolégica.
(1)

Son muchas las pruehas y determinaciones de tipo £f-
sicoquimico gue pueden realizarse a la leche para conocer su
composicifn o detectar las anomalfas y adulteraciones que
presente.

demos incluido, de acuerdo a composici6tn, solamente
la determinaci6n de grasa por ¢l método de Gerker y la prue-
ba de densidad a partir de las cuales, con ayuda de f6rmulas
o tablas, se puede inferfr la riqueza en s6lidos totales de
la leche problema. (Ver: 2.3.5, 2.4 ¥ 2.5) Por lo gue res-
pecta a adulteraciones, la pruebhba de neutralivzantes (2.6) y
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el punto de congelacién, (2,7) para evaluar el equilibrio
gue guardan los distintous componentes de la leche,

B, La calidad bacteriolbgica

La calidad bacteriol6gica est& en relacién directa

con el nGmero y la naturaleza de gérmenes presentes en la le
che en un momento dado, (1)

La apreciacién de la calidad bacteriolbgica se reall
za por numerosos y diversos métodos. Los més precisos y sig
nificativos son aquellos que permiten el recuento de la mi~
croflora total y de los grupos microbianos mis importantes,
especialmente desde el punto de vista higiénico y técnico
(bacterias pat6genas, coliformes, termorresistentes, esporu-
lados, productores de gas, etc.) pero son también los mis de
licados y los m&s largos; ademids, no pueden realizarse mas
que en laboratorios bien equipados y regidos por controles
de salud pGblica, Evidentemente este sistema no se utiliza
comunmente para controles de rutina de la leche de recepcién.

Los métodos son directos e indirectos. Nosotros Gni
camente veremos la importancia de dos pruebas indirectas, bg
sadas en el desarrollo de la flora acidificante: la determi-
naci6n de acidez (inciso 2.8) y la prueba del alcohol. (2.9)

Una amplia descripcifn de las pruebas microbilolégi-
cas aplicadas a la leche se encuentra en libros y publicacio
nes especializadas (recomendamos en especial: 2, 11 y las
Normas Oficiales).

C. Las relaciones entre ambas

Existen, desde lueqo, relaciones entre la calidad
bacterioldyica y la composicién de Ja leche. La prolifera-
¢i6n de las bacterias se acompaia de modificaciones del ne-
dio, siendo la m&s importante, en la préctica, la descomposi
ci6n de la lactousa con formacién de &cido l&ctico. Esta mo-
dificacidn es el principal factor de la reduccién de la call
dad técnica (,.,). Este aspecto es el mis significativo, en
general, para el industrial transformador de leche., (1)

2.3 MATERIA GRASA DE LA LECHE

I.a grasa de la leche, comn lodas las grasas ordina-
rias, es insoluble en agua, poco soluble en aleohol y muy so
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luble en los disolventes orgdnicos, &ter ordinario, &ter de
petr6leo, benceno, acetona, etc.

La grasa de la leche o grasa butirica es uno de los
principales componentes, pero su contenido porcentual en la
leche estd sujeto a mGltiples factores externos e internos
del animal; podemos citar entre ellos, la raza de ganado, he
rencia, salud y edad de los animales, tipo de alimentacién ~
recibida, periodo de lactancia y de gestacidn, frecuencia de
la ordena, intervalo entre ordefios, primeras o Gltimas por-
ciones de la leche ordeiiada, clima, etc. Entre los factores
més importantes cabe sefialar la raza y el volumen de produc-
cifn, puesto que a mayor produccién de leche, menor es la ri
queza grasa y viceversa, (44, 51) de ahi que sea importante
tener en cuenta algunos de los factores relacionados con el
aumento de la produccién de leche (peso, edad, temperatura
ambiente templada o frfa, bhuen estado de carnes al llegar al
parto, plano nutritivo, etc.) y los factores que tienden a
descender el rendimiento ldcteo (fase tardfa de lactacién,
gestacién avanzada, periodos secos cortos, temperatura y hu-
medad ambiente altos, enfermedades que afectan a la ubre o
al consumo de alimentos, descenso del plano nutritivo, etc.).

La materia grasa se altera m&s lentamente que la lac
tosa; sus modificaciones no provocan grandes cambios en la
estructura fisicoquimica de la leche, pero son importantes
por ser causa de la aparicién sabores desagradables. (1)
(Ver: 2.2.3,1, B incisos b y dp 2.3.3)

Desde el punto de vista energético, la materia grasa
de la leche de vaca es su componente m&s importante; ella so
la constituye la mitad del poder calorffico de la leche. (17
Cada gramo de grasa de leche contribuye con unas 9 Kcal de
energfa térmica al valor nutritivo de la leche o los produc-
tos licteos. (91)

La grasa de la leche contribuye al aroma del gueso,
aumenta el rendimlento quesero y mejora su consistencia,
(e0013)

La materia grasa de la leche se encuentra en emul-
si6n bajo la forma de pequenos glébulos que estudiaremos més
adelante; la composicién de éstos tanto en el interior como
en su exterior (membrana envolvente), comprende muchos tipos
de substancias, algunas de las cuales deseribiremos primero
bajo la divisién de la materia grasa en fracciones saponifi-
cable e insaponificable {(ver tabla I},
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2.3,1 Fracciones Saponificable e Insaponificable
de la Grasa

Sometamos la materia grasa a la accién de una base
(NaOH, KOH, NH30H, etc.) en ebullicién. Diluyamos con un vo
lumen de agua igual al de la solucién obtenida y agreguemos
un solvente orgé&nico no miscible en agua, como el &ter de pe
tréleo. -

Una fraccifn de la materia grasa quedari en la solu-
cién hidroalcohdélica (jabdén): son las substancias saponifica
bles, solubles en agua e insolubles en los solventes de las
grasas. Constituyen el 99% de la materia grasa.

Otra fraccibén se disolverd en la fase etérea; no
reacciona con la base adicionada y no da jabones, por lo tan
to, es insoluble en agua en medio alcalino, Son las substan
cias insaponificables asociadas a la materia grasa y sblo
contribuyen con el 1%,

A. FRACCION SAPONIFICABLE

2.3.1.1 Lipidos

Existen diversas clases y subclases de lf{pidos, cuya
estructura quimica varfa mucho en complejidad atendiendo a
la funcibén que desempeinen.

Los lipidos de la leche que describiremos aquf estdn
comprendidos en la clasificacién SIMPLES y COMPLEJOS. En
los 1Ipidos simples intervienen Gnicamente los elemertos cor
bono, hidrdégeno y oxigeno, mientras que en losg compucstos o
complejos encontramos, ademfis de los elementos anteriores,
nitrdgeno, f6sforo o azufre,

Los 1iIpldos representan el 99% de la materia grasa
(fracci6n saponificable). El 1% restante corresponde a la
denominacibn insaponificable,

L.a composicién media de los liIpidos contenidos en un
litro de leche, en % de los lipidos totales es la siguien-
te:r (89)

e Lipidos simples (Glicéridos y
EstBridos) e i eirnereersraneas 99-99,5%

e ILipidos complejos (Lecitinas
y Cefalinas) v v ierenvensss 1= 0,5%




TABLA I

FRACCIONES DE LA MATERIA GRASA DE LA LECHE

a)
Fracci6én
Saponificable
(99%)
MATERIA
GRASA
DE LA
LECHE
B)
Fraccifn
Insaponificable
(1%)

,

{ - Carotenoides

35% lecitinas| Glicerofosfolipidos| Fosfolipidos-
- aminados (1%)
40% cefalinas - etc., etc.-

25% Esfingomielinai; Aglicerofosfo-
lipidos
———————————————————————————————————— Glicéridos
(98%)

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ Estéridos

~ Tocoferoles

A Substancias asociadas
- Vitaminag liposolubles { a loy
K 1fpidos

-~ Escualeno

~ Eto.

)

Complejos

Simples

OO H

038
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2.3.1.2 LiIpidos Simples

Son ésteres de 8cidos grasos y alcohol. Se les lla-
ma glicéridos cuando el alcohol es el glicerol y estéridos
cuando se trata de un esterol.

Los glicéridos constituyen casi la totalidad de los
lipidos simples de la leche. Losg estéridos no intervienen
mids que de 0.1 a 0,17 g/litro; (89) por estar comprendidos
en la fraccién insaponificable, se tratarin m&s adelante,

Precisemos que casi todos los glicéridos son triglij
céridos porque, en la naturaleza, casi no se encuentran mo-
no ni diglicéridos., Cuando estos existen, resultan a menu-
do de la hidrélisis parcial de los triglicéridos naturales.
(89)

2.3.1.2.1 Estructura

Brevemente diremos que los triglicéridos son 8steres
del glicerol y de &cidos grasos alifd&ticos (no ciclicos).
Los ésteres resultan de la accién de un &cido sobre un al-
cohol. En este caso es un trialchol (polialcohol que tiene
tantos hidrbxidos como dtomos de carbono constituyen su molé
cula), llamado triita, propanotriol, glicerol o glicerina:

o,
CH

~ OH

9 OH

Glicerol

Los fcidos en cuestifn (Acidos orgfnicos por conte-
ner carbono), son los &cldos grasos monobdsicosy es decir,
que s6lo un agrupamiento funcional (~COOH) llamado carboxilo,
forma parte de la cadena carbopada. Estos Acidos pueden ser
saturado:s, cuando entre los &tomos de carbono no existen do-~
bles ligaduras (-Cilp -~ CHz ~), o no saturados (insaturados),
cuando poseen una ¢ varias dobles ligaduras (-CH=CH~),.

los triésteres resultantes de la glicerina, son com-
puestos conocidos tambifn como "grasas", glicéridos o trigli
céridos, que se dividen en holo-glicéridos si las moléculas
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de 8cido son iguales, y hetero-glicéridos, cuando las molécu
las de Acido son desiquales. (37) Son los llamados triqlic§
ridos simples y triglicéridos mixtos (89) respectivamente.

Formacién de un triglicérido:

CH, ~-|OH + H|OOC - (CHZ)n - CH3

- - - Triglicérido +3 H,0
CH OH + H|OOC (CHZ)n CH3.___> (n=2 6 mayor)

CH2 -0 + H|OOC - (CH2)n - CH3

La valoracién de la grasa l&ctea, ha dado lugar a mu
chas pruebas y determinaciones con el objeto de establecer
mejor su contenido en &cidos grasos voldtiles, solubles, in-
solubles, etc. Por lo que se llegaron a establecer diferen-
tes fndices: fndice de yodo, de saponificaci6én, de Polenske,
de Reichter-Meissl, de Henner,; de Acetilo, de Refraccién,
etc.

El interés de estos Indices ha perdido mucha impor-
tancia después del desarrollo de los métodos fisicos de an8-
lisis que permiten, en la actualidad, determinar con preci-
5i6n la proporcion de los diversos 8cidos grasos en la mate-
ria grasa. (89)

Actualmente, gracias a la cromatograffa y a la espec
tofotometria se conocen alrededor de 150 4cidos grasos dife-
rentes. Sin embargo, solamente una guincena de ellos estén
en cantidades notables. (89)

Los &cidos grasos saturados mis comunes son los si-
gulientes:

Nombre Ndmero de

. dtomos de
trivial carbono
Butfrico. s sene. 4
Caprolco. v sy 6
Caprflico,.cvviverenen 8
CAPYICO. v vt s vesran 10
LAUKICO. . chv v vy 12
Mir stico, vuey v eesns 14
Palmitico. v innrenn 16

EStalrico. i v v, 18




COMPOSICION PORCENTUAL DE LOS TRIGLICERIDOS DE LA LECHE DE VACA

TABLA II

Acidos Grasos

Saturados:

Butirico
Caproico
Capritico
Céprico
Léurico
Miristico
Palmftico
Egtelrico

Con m&s de 18 carbonos

s
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0.6%

[=))
[ 8]

D I SBENOHFEFJIWUNTO O

69.9%

No Saturados:

Decenoico
dodecenoico

Tetradecenoico
Hexadecenoico

Octadecenoico (0Oleico)
Octadecadienoico (linoleico)

C20 y C22

TOTAIL
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.
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.
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40% 45-40%

2

9.4%

3').4%

30.1¢%

100% 100%

100%

100%

1004

A = Schmidt (51)
B = Veisseyre (89)

= Jack et al (citado por Ramos Cérdova; 44)
= ilditch y Jasperson (citado por Ramos CBrdovaj

—

* G, iudzal Savoie. Citado por Alais Charles (1)
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Estén presentes también, aunque en muy pequeflas can=-
tidades, los &cidos grasos saturados de nGmero impar de &to-
mos de carbono (de C7 a C33) formando parte de la grasa lac-
tea junto con otros &cidos grasos saturados de cadena ramifi
cada con uno o varios grupos metilo (CH3).

Los Acidos grasos insaturados generalmente tienen
m&s de 10 dtomos de carbono y una o varias dobles ligaduras.
{(ver tabla II)

OBSERVACIONES A LA TABLA II

e Las diferencias porcentuales, algunas muy marca-
das, pueden deberse a los distintos métodos de
an8lisis.

® Los A4cidos grasos saturados constituyen aproxima-
damente el 60% de los acidos grasos presentes en
la leche.,

e Los més abundantes son los de 14, 16 y 18 carbo-
nos, ellos solosrepresentan cerca del 50% de la
totalidad de &cidos grasos,

® El resto de los Acidos grasos saturados constitu-
ven del 8 al 9% de los 4cidos grasos, proporcién
claramente superior a la revelada en otras grasas
animales o vegetales. (89)

e Dentro de los 4cidos saturados con mis de 18 &to-
mos de carbono, figura el &cido lignocérico con
24 dtomos de carbono (ver: 2.3.1.3.2)

e los Acidos grasos insaturados constituyen alrede-
dor del 40% de los dcidos grasos presentes en la
leche.

e Dentro de los dcidos grasos insaturados de 18 dto
mos de carbono figuran:

a) El dcido oléico, que es el mds importante,
por repraesentar del 30 al 3%% del conjunto de
8cidos grasos (tiene una doble llgadura entre
los &dtomos de carbono 9 vy 10).

b) El dcido linol6ico, con dos dobles ligaduras
en los carbonos 9~-10 y 12-13.
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c) El &cido linolénico, con tres dobles ligadu-
ras en los carbonos 9-10, 12-13 y 15-16.

® Dentro de los &cidos grasos poliinsaturados de 20
&tomos de carbono, figura el &cido araquid®nico
con cuatro dobles ligaduras en los carbonos 5-6,
8-9, 1l1-12 y 1l4-15,

® Los &cidos grasos insaturados tilenen actividad
bacterlostitica, Los quesos desnatados, que no
tienen esta proteccifén, entran en putrefaccién
mis f&cilmente que los quesos grasos del mismo ti

po sometidos a las mismas condiciones de conserva
cién, (1)

Una descripcién sumamente detallada de los distintos
&cidos grasos presentes en la leche, asf{ como de su estructu
ra quimica y las diferentes modalidades en que se presentan
puede encontrarse en el libro Fundamentals of Dairy Chemis-
try de Webb, Johnson and Alford. (92)

La grasa de la leche se diferencia de otras grasas
animales, entre otras cosas, por el hecho de contener una di
versidad mucho mayor de &cidos grasos y ser por ello més ri-
ca en 4cidos grasos insaturados,

La proporcién de triglicéridos trisaturados en la
grasa de la leche es de 20-30%. El resto (70-80%) estd re-
presentado por glicéridos no saturados en cuya composicién
interviene casi siempre el 4cido ol&ico. (89)

(...) se ha demostrado que los dcidos grasos satura-
dos de la grasa de la leche presentan upa cierta disposicién
por la posicifn central del triglicérido, (C-2) contrariamen
te a la que se observa en la mayorfa de otras grasas, excep-
tuando la grasa de cerdo, (89) A este respecto, Schmidt
(51) nosdice que los 8cidos grasos saturados de 12 a 16 car-
bonos se esterifican en la posicién C-2 del glicerol y los
fdcidos grasos C4 y Cg se localizan primordialmente en los
Gtomos C-1 v €~3 (los extremos) del glicerol. El fcido eg-
téarico tiene también esta misma preferencia, Esta disposi-
cibn de los Acidos grasos es importante, porque explica la
diversidad en caracterfsticas de grasas que pueden poseer
una composicifn similar.

2.3,1.,2,2 Acidos grasos esenciales

Los fcldos grasos linoléico y linolénico, no pueden
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ser sintetizados por los mamfferos, quienes tienen que obte-
nerlos de fuentes vegetales; (33, 51) por esta razén se deno
minan 4cidos grasos esenciales. (33) -

Estos dos &cidos, junto con el olé&ico y el palmito-
léico, forman las cuatro familias distintas de &cidos polie-
noicos (poliinsaturados) que son los precursores de todos
%os &cidos polienoicos hallados en los animales mamiferos.

33)

El dcido aragquidénico es el derivado mds importante
del &cido linolé&ico. (33, 9) No obstante esta transforma-
cibn que se realiza fdcilmente en el organismo, hay quienes
(16) llaman al &cido linoléico semiesencial y al &cido ara-
quidbnico esencial, por ser precursor de prostaglandinas
(substancias que influyen en muchas funciones del organismo).
Por otro lado, el &cido linolénico tiene un efecto negativo
porque retarda la transformacibn de 4cido araquid®énico en
prostaglandinas. (16)

2.3.1.3 Lipidos Complejos

De la gran cantidad de lipidos compue@stos que exis-
ten, la leche posee algunos de los clasificados como fosfolf
pidos. Para su estudio se han dividido en Glicerofosfolipi-
dos, que pueden ser aminados y no-aminados y en Aglicerofos-
folfpidos. (37)

2.3.1.3.1 Glicerofosfolipidos

Los glicerofosfolipidos aminados se llaman también
"glicerofosfoaminolipidos". Las lecitinas y cefalinas de la
leche representan a este grupo:

Lecitinas o fosfatidilcolinas, constituyen el 35% de
los fosfolipidos de la leche; (89, 1) estfn formados por la
unién del glicerol, en el que se esterifican dos 8cidos gra-
806 y upa molécula de fcido fosfOdrico; unida a &sta, una bha-
se pitrogenada: la c¢olina (trimetil-etanol-amina).

Los &cidos grasos pueden ser: estéarico, palmitico,
linoléico, aragquidénico o el oléico, (37)

En razfn de la presencia simultfnea en el seno de la
nolécula, de cadenas grasas por un lado (Gcidos grasos) y de
las funciones §cido fosférico y amonio cuaternario por otro
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lado, las lecitinas son a la vez lip6filas e hidr6filas (afi-
nidad por los lipidos y el agua respectivamente). Esta doble
afinidad o anfilofilia explica las propiedades emulsionantes
de estas substancias cuyo papel es fundamental para asegurar
la estabilidad de la emulsién de los triglicéridos en la fase
acuosa de la leche. (89) La lecitina es un excelente agente
emulsionante. (1) Por otro lado, la anfilofilia confiere tam
bién por consecuencia a las lecitinas, propiedades tensodepre
sivas. Es su presencia gque explica, en gran medida, la forma
ci6n de espuma en la leche agitada. (89)

Cefalinas, o fosfatidil-etanol-aminas, constituyen el
40% de los fosfolfpidos de la leche. (89, 1) Se forman, al
igual que los anteriores, por un alcochol: el glicerol, al
cual se esterifican dos moléculas de dcidos grasos y una molé
cula de &cido fosférico a la que se une también una base ni-
trogenada, pero en este caso se trata de la colamina (etanol-
amina).

Los &4cidos grasos, de preferencia no saturados, pue-
den ser el oléico, el linoléico y el araquidbénico. (37)

2,3,1.3.,2 Aglicerofosfolipidos

Los aglicerofosfolipidos de la leche est&n represen-
tados por la esfingomielina, que constituye el porcentaje resg
tante (25%) de los fosfolipidos de la leche.

Estd formada por un alcohol, que como su clasifica-
cién lo indica, no es el glicerol, sino la esfingosina (un
amino-alcohol) al que se une el 8cido graso saturado lignocé-
rico (C-24) en su parte aminada y en su funcifn alcohol se es
terifica una molécula de 4cido fosférico. La base nitrogecna~
da que e une al radical fosfato es la colina (trimetil-eta-
nol~amina) .

El papel de las lecitipas, cefalinas vy esfingomieli-
nas en la leche es importante en raz6n de la naturaleza de
los &cidos grasos que ahf se encuentran. En efecto, los &ci-
dos grasos poliinsaturados estdn mucho mejor representados en
los fosfoaminolfpidos que en los triglicéridos. De ello re-
sulta una sensibilidad particular a la oxidacién que hace que
los fosfoaminolfipidos sean los primeros constituyentes de la
materia grasa en ser afectados por la alteracién oxidativa.
(89)
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B, FRACCION INSAPONIFICABLE

2.3.1.4 Esteroles

Aunque lipidos simples, corresponden a la fraccibn
que ahora nos ocupa.

Dentro de este grupo, se comprenden los esteroles, al
coholes policfclicos complejos, que se encuentran en la mate-

ria grasa de la leche bajo dos formas ponderablemente innega-
bles: (89)

a) Esteroles libres. Los esteroles libres represen-
tan aproximadamente 0.1 g por litro de leche, es

decir, 0,3 a 0.4% del peso de la materia grasa.
(89, 1)

El principal representante de los esteroles es el
Colesterol o Colesterina. (37) Se mezcla con los
glicéridos y los fosfolipidos y confiere a las
mezclas de lipidos la propiedad de absorber agua.
(33)

El colesterol interviene en la materia grasa bajo
la forma de solucién; en la constitucién de la
membrana (ver 2.3,2.2) y en la formaci6én de com-
plejos con las protefnas en la fase no grasa de
la leche; el colesterol contribuye a mantener la
estabilidad de la emulsidfn de la materia grasa,
(89) probablemente por estar asociado a la leciti
na, regulando su poder hidrofflico. (1) El coles
terol tiene un efecto inhibidor sobre la accién
de las lipasas. (1)

El Ergosterol, compuesto muy semejante al ante-
rior, presente en muy pegueia cantidad, precursor
de la vitamina Dy o Calciferol cuando se somete a
radiaciones ultravioleta.

7-Dehidrocolesterol, Esterol también muy semejan
te a los anteriores y precursor de la vitamina Dj
cuando se le somete a radfaciones ultravioleta.

b) Estéridos. Los estéridos de la leche estén repre
sentados esencialmente por los colestéridos, s~
teres de &cidos grasos y del colesterol {alcohol
tetraciclico CoqlygOl) . Be encuentran en muy pe-
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quefias cantidades (0.1 a 0,17 g/1) mientras que
en plasma sanguineo constituyen el 80% de los 1f-
pidos totales. (89)

En libros generales de bioquimica, fisiologfa, nu-
tricifi, etc. se encuentran mayores detalles acerca
de la configuracién gquimica y las conversiones de
estas substancias.

2.3,.1.5 Tocoferoles

Estos compuestos contienen un sistema aromitico porta
dor de un grupo hidroxilo 'y una cadena lateral isoprenoide,
los mé&s abundantes son el alfa, oeta y gammatocoferoles. (33)
El alfatocoferol se identifica como la vitamina E.

Los tocoferoles presentan una propiedad quimica muy
notable: su sensibilidad frente al oxfgeno y a los oxidantes,
especialmente en presencia de luz. Esta sensibilidad explica
su papel de antioxidantes naturales. (89)

Conjuntamente con los fosfoaminolipidos impiden el
atagque destructor, no enzimitico, del oxfgeno molecular sobre
los dobles enlaces de los &cidos grasos poliinsaturados de
los lipidos y carotenos (proteccién de la grasa contra la al-
teracifn oxidativa).

Su contenido en la leche parece ser muy variable, de
0.2 a 1.2 mg por litro. (1)

2.3.1.6 Carotenoides

Coloracién de la grasa, La fase grasa se ehcuentra
coloreada por el caroteno; éste es un colorante amarillo que
existe en la leche bajo dos formas: los isbmeros alfa y betaj
su f6rmula se caracteriza por upa cadena que tiene por unidad
el isopreno.

La importancia del colorante de la grasa l8ctea resi-
de en que es el precursor de la vitamina A, en la que se con~
vierte por hidr6lisis en el organismo, con escisibn de dos mo
léculas y fijaci6bn de agua, FEl caroteno beta, en razdn de su
simetria, da dos moléculas de vitamina A, en tanto que el 186
mero alfa s6lo proporciona una molécula por la variante en su
férmula {(posicibn del doble enlace). Bl beta caroteno es,
con mucho, el m&s abundante.

La cantidad de caroteno existente en la leche depende
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estrechamente de la alimentacifén, de aquf las amplias varia-
ciones observadas de una estacifn a otra en la mayor parte

de las regiones (...). Parece ser que determinadas razas son
més aptas que otras para dar un nivel de caroteno mis alto,
tal es el caso de la raza anglo-normanda de Guernesey. (1)

Los carotenos son substancias muy insaturadas, lo que
explica su tendencia a oxidarse. (89)

En el curso de la oxidacién de las grasas, el carote-
no se transforma en un derivado incoloro. La materia grasa
se blanquea. (1)

2.3.1.7 Vitaminas Liposolubles

Una cosa son los precursores de las vitaminas (provi-
taminas) y otra las vitaminas de la leche, especialmente en
lo que se refiere a su actividad biolbgica.

Las vitaminas liposolubles, ademds de ser insolubles
en aqgua pero extrafbles con disolventes orgdnicos, poseen un
segundo denominador comtn: todas derivan, en (ltimo término,
de unidades isoprenoides. La estructura isoprenoide es muy
aparente en las vitaminas A, E y K, pues ffcilmente se obser-
va que estin constituidas por mlltiples unidades de isopreno,
La vitamina D, por otra parte, es un derivado esteroide, pero

los esteroides tambi&n derivan de precursores isoprenoides.
(33)

Los pigmentos amarillos (carotenos) de la hierba y
los forrajes verdes, se convierten en las paredes intestina-
les de la vaca en vitamina A, que posteriormente pasa a la le
che, Las razasg difieren entre 81 eh cuanto a su eficiencia
para convertir el caroteno en vitamina A. La vaca Guernesey,
por ejemplo, es menos eficiente a este respecto que la Frisia;
aporta a la leche m&s caroteno y menos vitamina A, por lo que
el color de la leche, o de la mantequilla, no constituye una
indicacién fidedigna de su actividad en vitamina A. Tampoco
es de valor para el hombre todo el pigmento amarillo de la le
che de vaca; un 20 por ciento del mismo consiste en carotenoi
des inactivos (...). El contenido en vitamina A y caroteno
de la leche varfa mucho segGn la dieta de la vaca. (15).

Las vacas poseen de 7 a 16 microgramos de carotenoli-
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desdes por gramo de materia grasa y de 42 a 63 microgramos de
actividad vitaminica A/100 g (actividad vitamfnica A: 1 micro

gramo de vitamina A = 3.3 UI) (15), o bien de 500 a 3,000 UI~
por litro. (89)

vitamina D

La vitamina D estd constituida por un grupo de vit&me
ros (nombre que reciben las formas mltiples de las vitami-
nas). Es el grupo de factores antirraquiticos, de los cuales,

el calciferol o vitamina Dy es el mis importante (ver: estero
les, 2.3.1.4).

La vaca deriva la vitamina D de su leche de dos mane-
ras: por la accién directa del sol sobre las substancias pre-
cursoras de esa vitamina que existen en su piel y también, de
las pequefias cantidades de vitamina D que encierra el heno,
las cuales se forman también en éste al marchitarse por la ag
cién del sol. ILos forrajes verdes frescos no contienen sino
vestigios de vitamina D. (15)

La leche contiene de 15 a 20 UI por litro (una unidad

1g}ernaulonal de vitamina D: 0.025 microgramos de calciferol;
8

Vitamina E

La leche contiene poca cantidad de vitamina E y sola-
mente bajo la forma de alfatocoferol con actividades antioxi-
dantes (ver: 2.3.1.5).

La cantidad de alfatocoferol presente en la leche
guarda una estrecha relacifén con la presente en la dieta del
animal productor; es ¢l doble durante el verano, cuando las
vacas consumen vegetales verdes, gque durante el invierno,
(51)

Se encuentra en cantidades de 1 a 3 microgramos/li-
tro. (89)

Sakbor a oxidado (2.2.3). La aplicacidén suplementaria
de vitamina E a las vacas previene este sabor) sin embargo,
se requieren de 400 a 500 Ut por vaca para reducir el defecto,
lo que hace muy costosa esta prdctica. (5) Donde la legisla-
cifn lo permite, es més eficiente y menos costoso agregar un
antioxidante a la leche,
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Vitamina K

La leche es pobre en vitamina K. (51, 1, 89) A dife-
rencia de lo que ocurre con las demds vitaminas liposolubles,
el contenido en vitamina K de la leche no puede modificarse
alterando sus niveles en la dieta, porque puede sintetizarse
en grandes cantidades en la panza. {51)

Se encuentra en cantidades de 0.02 a 0.2 microgramos
por litro, (89)

2,3.1.8 Escualeno

Es un hidrocarburo cuya presencia, siempre en peque-
nas dosis en la materia grasa, parece. estar en relacién con
el contenido relativamente importante de vitamina A. El es-
cualeno desempefia un papel bilolégico particular porque cons-
tituye un intermediario en la blogénesis del colesterol. (89)

2.3.2 Gl6bulos de Grasa

La grasa en la leche se encuentra emulsificada en pe-
quefios gl6bulos esféricos o ligeramente ovoides, cuyo difme-
tro varia, entre otros factores, segin la raza de la vaca, y
puede oscilar entre 0.1 y 14 micras o mayores; el 80% de
ellos tiene un difmetro de 2 a $ micras; (44) debido a su ta-
maiio, una gota de leche puede contener hasta cien millones.
En un kilogramo de leche hay alrededor de 2.6 billones de
glébulos grasos con una superficie de 190 m2., (78) Por otro
lado, se ha demostrado la existencia de cierta correlacién en
tre el contenido de materia grasa de la leche y el dldmetro
medio de sus glébulos grasos, FEl aumento de grosor de estos
acompafia el aumento de riqueza en materia grasa. (89)

En la leche caliente la grasa estf totalmente fundi~
da (punto de fusibn: 31 a 36°C; 89); en la leche fria s¢ ha-
lla en gran parte en estado s6lido, formando una emulsidn muy
fina. (13) La dispersi6n de glébulos es inestable y las subs
tancias que la componen son las mis fdciles de extraer de la
leche s8in modificar los otros cowmponentes, (1)

2.3.2.1 Interior de los glébhulos grasos

La parte intericyv del gl@bule graso estd formada por
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triglicéridos en el seno de los cuales se encuentran disuel~
tos constituyentes de la fraccibn insaponificable., De cual-
quier modo no es homogénea. (89)

Los triglicéridos mis insaturados, de bajo punto de
fusién y liquidos a la temperatura ambiente, se encuentran al
centro de los gl6bulos grasos, (89)

Es de suponer que todas las substancias que describi-~
mos anteriormente como integrantes de las fracciones saponifi
cable e insaponificable de la grasa y que no se especifiquen
como integrantes exclusivos de la membrana envolvente de los

glSbulos, se encuentren dispersos en el interior de los mis~
nos .

2.3.2.2 Membrana envolvente

Los gl6bulos se encuentran recubiertos por una envol-
tura, membrana o pelfcula protectora muy fina, que se forma
por el fenbmeno de adsorcién y que impide la reunién de los
glGbulos grasos en una fase continua.

La estructura de la membrana es compleja y diffcil de
conocer dada su fragilidad. (89) Est8 formada por la asocia-~
cibn de diversas substancias que enumeraremos brevemente:

a) Proteinas

Son proteinas diferentes de las de la fase acuosa de
la leche, Su cantidad de nitrégeno es claramente menos eleva
da (12% en lugar de 15.6% en la casefna y protefnas solubles).
Por disolucifn en una solucién de cloruro de sodio 0.02 molar
pueden separarse dos fracciones, una de las cuales, soluble,
es una glicoprotefna y la otra, insoluble, se relacicna a una
geudogueratina. (89) Los glicoprotéidos son protefnas de la
fraccion proteosa-peptona que contienen alrededor de 6% de
gltGcidos, (1) (Ver: Proteinas y coagulacién de la leche)

b) Lipidos simples

Son triglicéridos de alto punto de fusién. (89, 1)
Se caracterizan por una proporcién muy elevada de 8cidos gra-
sos saturados de Cl¢ y C1g (mis del 75% de los &cidos tota-—
les). El &cido oléico no figura ms que en 5-6% y los 8cidos
poliinsaturados estin en muy pequefia cantidad, (89) Estos
triglicéridos forman un elemento de continuidad con la frac-
c15n gliceridica, de la misma naturaleza de la que entra a
formar parte de la membrana., (8Y)
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c) Lipidos complejos

Se trata de los fosfolipidos descritos anteriormente.
El 60% de las lecitinas y cefalinas de la leche se encuentran
fijas sobre la membrana de superficie de los gl6bulos grasos.
(89)

d) Materias insaponificables

Se trata de los carotenos, vitaminas A, E y el coles-
terol.

e) Metales

Una notable parte del fierro y el cobre de la leche.
(89) El cobre no es, por lo com@n, quimicamente activo. (91)

f) Enzimas

De la gran cantidad de enzimas presentes en la leche,
algunas de ellas se encuentran concentradas en la membrana:

® Reductasa aldehfdica (xantina-oxidasa). Se trata
de la enzima de Schardinger. Cuando menos el 50%
de esta enzima se encuentra en la membrana de los
glébulos. (89) Esta enzima, que se destruye por
calentamiento a 80°C durante 10 segundos, da lugar
a varias reacciones de oxidorreduccién. (1)

e Fosfatasas. La leche contiene dos enzimas que hi-
drolizan los ésteres fosféricos:

. Posfatasa alcalina, con un miximo de actividad
hacia pH 8.

. Fosfatasa 8cida, con un miximo de actividad ha~
cia pH 4.

Cuando menos el 30% de la fosfatasa alcalina se en-
cuentra en la membrana de los gl&bulos; (89) es la
m4s Iinteresante en raz6n de su sensibilidad al calor,
que sirve de base a una prueba analftica importante,
Se trata de una metaloproteina que contiene zing
(..,)1 desaparece completamente en la leche desnatada
y se concentra en la crema, (1)

La resistencia al calor de esta enzima es ligeramente
superior a la de las bacterias patbgenas, que pueden
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existir en la leche, Por este motivo es posible
efectuar el control de la pasteurizacibén cualquiera
que sea el método empleado (alta o baja) (ver: Pas-
teurizacifn de la leche).

¢ Lipasa membranaria. (Ver: 2.3.3)

g) Vitamina B2 (riboflavina)

Esta vitamina se encuentra, ya sea libre o asociada
a las proteinas y al 8cido fosfbrico (complejo enzimdtico en
la superficie de los gl6bulos grasos). (1)

Ademds de sus mdltiples funciones fisiolégicas, en la
leche interviene en los fenémenos de oxidacibén que se produ-
cen, particularmente en la destruccién de la vitamina C; in-
terviene también en la formacibén de sabores anormales. Es la
vitamina m&s sensible a la accién destructora de la luz so-
lar, (1) (Ver: 3.1.9.3.1. D)

h) Aglutininas

La integridad de la estructura de los glébulos regula
la estabilidad de la materia grasa de la leche. En particu-
lar, toda alteraci6fn de la membrana resultante de la accién
directa de algunos microorganismos, del desarrollo de la aci-
dez, o bien, por acciones fisicas brutales, favorecen el acer
camiento y la soldadura de los glébulos. En este aspecto de-
ben distinguirse dos tipos de agrupacién: (B89)

Puede haber una simple yuxtaposicién: los glébulos
forman “"aglomerados” (clustering) que ascienden mucho nés
aprisa a la superficie de la leche gque los gl6bulos ailslados.
Es a este tipo de agrupacién que se debe el ascenso normal
de la crema (ver: 3.2.4.2). Los factores que aceleran esta
unibén son las aglutininas superficiales de los gl6bulos (glo-
bulinas), y la acidificacién de la leche, que provoca la neu-
tralizacibn parcial de las cargas eléctricas de las proteinas
de la membrana.

Dentro del sequndo tipo de aqrupacién, la membrana se
rompe y el glébulo pierde su individualidad. El agrupamiento
de gl6bulos (clumping) resulta irreversible, hay desestabili-
zacién de la emulsién, El fenbmeno puede producirse por en-
friamfento enérgico, Algunos glicéridos cristalizan y la par
te central de los gl6éhulos se retracta provocando la ruptura
de la membrana. Los glicéridos de bajo punto de fusidn, per-
manecen lfquidos, exudan; y los glébulos mis o menos altera-
dos se aglameran en pequehos grinulos,
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Algunos gérmenes microbianos, Bacillus cereus y Ba-
cillus mycoides especialmente, pueden también desestabilizar
Ja emulsidn. Secretan una lecitinasa que hidroliza la leciti
na de la membrana globular y provoca de este modo la agrega-
ci6n de los gl6bulos grasos. (89)

Todos estos constituyentes se encuentran asociados a
la superficie de las membranas formando varias capas dispues-
tas de tal manera que los grupos hidr6filos son orientados ha
cia- la fase acuosa y los grupos hidr6fobos hacia la fase 1Ipi
ca. (89) De este modo, la seccién diametral de un gl6bulo
Agraso se ha propuesto por diferentes autores. Reproducimos
un esquema de Morton-Hyashi, (citado por 89) por parecernos
uno de los més completos:

Mg++
2ntt
100 A @D H0 ligada
o e
. ! Liberacibn
90 A de %o, O@
particulas o
“ - ptoteicas i O@ i
% th, - )
ig ﬂmmm Sitio libre —» @ ’
Cuerpo glucfdico Y é?
del gl&bulo ﬁ/
Capa externa
-:>w>de partfculas Sitio ocupado
lipoproteicas por particulas
lipoproteicas
Capa Intermediaria Protefnas y

~ »Capa interna: yldcidos fosfolipidos

La superficie de la pelfcula posee carga eléctrica,
Por eso pueden emigrar los glfhulos grasos en el seno de un
campo eléctrico. (78) Un estudio més detallado de esta mem-
brana es importante s8i se desea coungcer la capacidad de la
grasa para la produccidn de nata o para la elaboracifn de
mantequilla.

A causa del equilibric existente entre la pelfcula
protectora y el plasma, la composicién de la primera puede
modifizarse, especialmente en el curso de los cambios de tem-
peratura que modifican el estado ff{sico de la materia grasa,
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La pelicula normal es aquella gue se forma sobre los gl6bulos
grasos semis6lidos a las temperaturas medias. El calentamien

to, que licfia la materia grasa, reduce la adsorcibn de mate-~
rias nitrogenadas. (1)

La membrana del glébulo de grasa es una concentracién
de materiales en la superficie de contacto grasa/suero, es de
cir, alrededor de la superficie del glébulo de grasa. Esta
concentracibn es el resultado de dos fuerzas: en primer lugar
la ‘tensi6n superficial hace que la pequefia cantidad de grasa
en el gl6bulo adopte la forma esférica, que es la que presen-
ta menor drea de superficie para el volumen de grasa de que
se trata. En segundo lugar, las diferentes cargas eléctri-
cas de los iones de los materiales en esa superficie de con-
tacto, tanto dentro de la grasa cuanto dentro del suero, ha-
cen que los materiales se acerquen unos a otros. Los materia
les se congregan tanto como es posible en la superficie de
contacto del gléhulo/suero. Cada lado de la superficie de
contacto contribuye a una desusada concentracifn de materia-
les que actfla, en cierta forma, como una membrana, aun cuando
no es un verdadero tejido. Entre otras cosas este complejo
de fuerzas y materiales en la superficie de contacto grasa/
suero, inhibe la tendencia de cada glébulo para adherirse o
fusionarse a otro. Actfa en parte como una cdpsula gelatino-
sa para el gl6bulo. (91)

2.3.3 Hidr6lisis de los Lipidos

Los ésteres del glicerol pueden descomponerse nueva-
nente en glicerina y 8cidos grasos de muchas formas, por ejem
plo, interponiendo una molécula de agua entre cada &cido y el
alcohol exactamente a la inversa de la formacifn de lipidos;
cuando esto sucede se trata del enranciamiento de tipo hidro-
litico de las grasas., Este enranciamiento puede producirse
por las enzimas lipasas propias de la leche o de origen micro
hiano, fenbmeno conocido entonces como lip6lisis.

Se distinguen principalmente una lipasa mayor plasmé-
tica o lipasa de la leche "normal", asociada a la fraccién ca
seinato y una lipasa membranaria o lipasa "naturalmente acti-
va", adsorbida preferente e irreversiblemente sobre el nate-
rial superficial de los glébulos grasos, especialmente cuando
la leche est8 recientemente ordefada vy refrigerada., (89, 51)
Este sistema lip&sico parece comprender otras lipasas llama-
das menores que algunos autores adjudican a isoenzimas, es de
dir a enzimas de estructuras muy semejantes. Pueden resultar,
especialmente de una polimerizacién de subunidades de base de
bajo peso molecular, inferior a 14,000, (89)
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Todas las leches individuales contienen lipasa pero
su concentracibén varfa segGn los animales y el estado de lac-
tacibén. Su cantidad aumenta del principio al final del perio
do de lactacién. (91, 35, 89, 1) La materia grasa de las le-
ches mamfticas presenta una predisposicién a la rancidez (1)
y en algunas leches provenientes de vacas con alteraciones
ovéricas se observa una lipasa anormal (1, 89) muy activa, ca
paz de provocar esponténea y rdpidamente el gusto a rancio.
(89, 35). (Ver: 2.2.3,1 B, b.)

El modo de alimentacifén no es indiferente; la activi-
dad lip&sica aumenta en pastoreo y en los animales nutridos
con alimentos secos, la lipasa membranaria estd presente en
cantidad elevada.

La acci6n de estas dos lipasas (plasmdtica y membra-
naria) es diferente. En la leche recientemente recolectada,
es la adsorci6n de la lipasa "naturalmente activa" de la su-
perficie de los gl8bulos grasos quien origina la lipdlisis,
mientras que la otra lipasa permanece en el plasma y no in-
terviene. (89) Para provocar su accién hay gque recurrxir a
algunos tratamientos tales como la agitaci6bn, la homogeneiza
cibén, el calentamiento (mencionadocs en l.4), que lesionan la
membrana de los glébulos que protege a los triglicéridos (51,
1) y que permiten concentrar en la interfase grasa-plasma la
fraccién casefna qua transporta la enzima.

La lipasa mayor tiene un pH Optimo de accibn de 9.2.
A este pH la temperatura éptima de actividad es de 37°C. (89)
Debido a este pH, la accibn de esta enzima se inhibe fuerte-
mente por una acidez elevada. (1) La presencia de metales
pesados y sobre todo de cobre conducen igualmente a una pér-
dida de actividad; otro tanto sucede con los floruros y c¢lo-
ruros (1) (cloruro de sodio y cloruro de magnesio; 89).

La lipasa plasmitica es una enzima muy sensible al ca
lor, se destruye a 63°C/8 min, (89) a 65°C/2 min, (1) 70°C/l5
seq, (1) 72°C/10 seqg, (89) 78°C/l seyg; (1) pero la presencia
de materia grasa en la leche la protege parcialmente de la fo
toinactivacién,

La leche pasteurizada no suele exhibir lip6lisis (a
menos que se trate de lipasas termorresistentes producidas
por microorganismos), porgque la lipasa es inactivada por la
pasteurizacién convencional,

lLa liberacién de los &cidos grasos por la lipélisis,
comprende los dcidos de bhajo peso molecular (dcido butfrico
principalmente) que comunican a la leche un sabor particular-
mente desagradable, (51, 89) Los &cidos de cadena corta de
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la leche producen un sabor amargo. Estos sabores y olores se
hacen mds manifiestos al templar o calentar la leche, porque
estos dcidos grasos son vol&tiles; para el desarrollo de este
aroma basta con un grado de lip6lisis limitado. (51)

Las consideraciones anteriores acerca de la grasa l4c
tea nos permiten aclarar el comportamiento de los constltuyen
tes de la leche en refrigeracién (inciso 1.6.1), al menos en
cuanto a:

e Disminucién de la estabilidad de la
emulsion de la materia grasa

A medida que se disminuye la temperatura de la leche,
se produce una cristalizacifn escalonada de los glicéridos
constituyentes de los gl6bulos grasos. Los glicéridos membra
narios m&s saturados son los primeros en cristalizar y en re-
tractarse. De ahf se sigue la aparicifn de fisuras en la mem
brana de los gl6bulos grasos a través de las cuales pueden pa
sar los glicéridos menos saturados afin liquidos, que se en-

cuentran en el interior de los glébulos. Esta materia grasa
"libre" o "lfquida" tiende a repartirse en la superficie de
los gl6bulos haciéndolos perder su afinidad por el agua y con
firiéndoles una cierta lipofilia que es el origen de la forma
cibén de un aglomerado de glébulos que se separan f&cilmente
por gravedad de la fase acuosa. Este fenfmeno explica la ré-
pida constitucidén de una capa espesa de crema en la leche re-
frigerada a 5-10°C. (89)

e Desarrollo de la 1ipSlisis

Muy frecuentemente, las modificaciones de la fase gra
sa se acompafian de una 1ip6lisis que provoca la aparicifn del
gusto a rancio, Esta alteracidn es provocada por la lipasa
ligada a la membrana de los glébulos grasos, La materia gra-
sa "libre" gue recubre la superficie exterior de los glébulos
se pone en contacto con esta lipasa y favorece su accién,

(89)

(...) una refrigeracién muy répida provoca una lip6li
sis minima en la medida en gue se reduce la salida de la mate
ria grasa libre de los gl6bulos suscitando una aqglomeracién
brutal de todos los glicéridos. Por otro lado, es importante
limitar la agitacién de la leche en el momento de la refrige-
racién a fin de evitar la deterioracién de los glébulos. En
efecto, la materia grasa liqguida gue se escapa de estos, se
reemulsiona en la fase acuosa, fijando en la superficie de
nuevos glébulos, miscelas de caseina gque forman nuevas envol-
turas. (89)
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, Numerosas bacterias tienen una actividad lipolitica
elevada. Entre ellas, las pacterias psicr6trofas (inciso
1.6.4) cuyas lipasas pueden ser o no termorresistentes.

La rancidez en la leche debida a las bacterias se pro
duce a temperaturas bastante bajas (de 5 a 10°C) y corriente-
mente va precedida de un olor etéreo. (1)

Los &cidos grasos liberados por estas lipasas son t6-
Xicos para las bacterias e inhiben rdpidamente su desarrollo;
sin embargo, ciertos microorganismos parecen asimilar estos
4cidos, por lo gque su acumulacién se retrasa. (1)

La producci6n m&xima de lipasa por Pseudomona fragi
tiene lugar a 15°C o menor temperatura, el &ptimo exacto de-
pende de la cepa. A partir de 30°C o temperaturas mayores,
la produccifn de lipasa es escasa o nula. La actividad méxi-
ma de esta lipasa se observa a 40°C y a pH 7.0-7.2. (89)

La lipasa de Achromobacter butyri se produce en las

mejores condiciones a 21°C. La actividad mixima se observa
a 37°Cy a pH 7.0. (89)

Algunas bacterias licticas (la mayorfa de los estrep-
tococos y lactobacilos), micrococos, muchos hongos y levadu-
ras poseen enzimas lipasas.

2,.3,4 Contenido Graso y Pago de la Leche

El pago de la leche a partir de la sola cantidad en-
tregada es un sistema profundamente injusto porque no conside
ra en abscluto el valor real del producto, que es funcién de’
su composicidén y de su limpfeza bacteriol6gica. (89) El pago
por cantidad es como supuner gue la composici6én de la leche
es slempre constante y su calidad bacteriocl6gica invariable,

Lo mis indicado en queserfa es el pago de la leche
atendiendo a su valor quesero, es decir por su contenido en
proteinas que pasen a formar parte de la cuajada por coagula-
cidn por el cuajo (aproximadamente 75%% de las proteinas tota-
les de la leche), completado por otras pruchas (grasas, etc.).

En México es la grasa la que constituye uno de los
principales pilares de paygo para la compraventa de la leche,
pues a mayor porcentaje mayor precio recibe el productor (a
partir del precio oficial tijado para cada litro y con deter-
minado porcentaje de grasa, sc establece un precio por cada
gramos extra o inferior al scrialadoj.
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La materia grasa se determina regularmente en la in-
dustria por un método répido, simple y cémodo (método de Ger-
ber), permitiendo que las ventajas de esta forma de pago con-
tinden vigentes: promueve la seleccibén bovina y la alimenta-
ci6n racional de los animales, disminuye el riesgo de fraude,
en particular por descremado u ordeiha incompleta,

Por otro lado, la f8brica tiene siempre interés en

trabajar leches ricas porque éstas le permiten fabricar més
productos. (89)

2.3.5 Determinacidn de la Materia Grasa.
Método de Gerber

La valoracibn de la grasa por el método de Gerber es
la técnica oficial en México. (Diario Oficial, 24 de septiem~
bre de 1976 y 3 de abril de 1978)

Para poder separar la materia grasa de la leche, es
necesario destruir el estado globular o extraer aquella por
medio de un disolvente. Como se sabe, la emulsién es frédgil
y pueden destruirla reactivos muy diversos; los &cidos concen
trados y calientes son los mis empleados (...) De esta mane=
ra se logra, adenfs de la destruccibn de la membrana globular,
la disolucién total de la casefna y una buena separacién de
las dos fases. Este tratamiento enérgico puede provocar una
degradacién parcial de los gldcidos presentes, con formacién
de substancias solubles en las grasas y sus disolventes. (1)

2,3.5.1 Fundamento

El método de Gerber es un método volumétrico, en el
que se disuelven los constituyentes de la leche, excepto la
grasa, por el cido sulfdrico., El alcohol ifgoamflico se em~
plea para disminuir la tensi6n entre la grasa y la mezcla en
reaccin (Acido sulfdrico-leche) y para facilitar el ascenso
de los gl6bulos de grasa (separacidn); este reactivo no apare
ce posteriormente en la columna de grasa que da la lectura
del porcentaje en los tubos graduados,

Una vez que los constituyentes de la leche se han ai-
guelto, se emplea una fuerza centrifuga moderada para sepavar
log distintos componentes en el interior de los tubos. La
grasa ocuparf la parte superior por poscer la menor densidad
(0.4930).
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Aparatos y equipo

Botella esténdar o butirbSmetro de Gerber (de 7 u
B% de grasa), con las caracteristicas especifica-
das por la Organizacién Panamericana de la Salud
o la APHA. (2)

Soportes para las botellas (gradilla).

Tapén de sequro y llave para la botella. Tapén
con seguro de caucho o alguna substancia sintéti-
ca el&stica, material resistente o reactivos de
dimensiones estandarizadas., (...41)

Centrifuga para butirbmetros, de acuerdo con las
indicaciones de la APHA.

Dispositivo para bafioc maria

Materiales y reactivos

Pipeta volumétrica de 11 ml
Pipeta volumétrica de seguridad de 10 ml
Pipeta de 1 ml

Alcohol isoamflico de densidad de 0.88 a 15°C.
(44) (Isobutil carbinol primario quimicamente pu-
ro, limpio, claro, incoloro o casi incoloro, 1li~
bre de aqua, &cidos, grasa y furfural; 41)

Acido sulfdrico (HpSQ4) comercial, cuya densidad
se ha ajustado a 1.815 - 1,820 a 15°C. General-
mente el dcido sulfdrico comercial tiene una den-
sidad de 1.825 a 1.840, Para ajustarlo a la den-
sidad requerida es necesario diluirlo con agua,
lo cual debe hacerse con mucha precaucifén para
evitar que el fAcido se proyecte hacia afuera del
recipiente, por la fuerte reaccifn exotérmica in-
volucrada*, (44)

*pilucidn del Scido sulfdrico:

Para rebajar la densidad del 8cido sulflrico comercial, D =
1.840 a b = 1.81%5 por ejemplo, la cantidad de agua a adicio-
nar puede calcularse de la misma forma en gue se pruced: |
ra la estandarizacifn grasa de la leche (ver: 3.1.2.5). por
medio del cuadrado de Pearson, por ejemplo, obtenemos las
proporciones en que deben mezelarse &cido y agua:

(Continta en la pdgina siguiente)
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2.3.5.4 Procedimiento

La muestra obtenida en leches de apariencia normal,
conviene llevarlas a la temperatura de 15-20°C, antes de to-
mar el volumen de muestra necesario para el andlisis. Las
leches que por su riqueza en grasa presentan grénulos de man
tequilla flotantes deben ser calentadas a 42-44°C para que
los grumos se fundan, agitar y posteriormente tomar la canti
dad necesaria para el andlisis.

Mfdanse 10 ml de HS04 a 16~-21°C dentro de las bote-
llas de prueba. Con una pipeta de 11 ml, mfdase la muestra
para andlisis de leche dehidamente preparada a no mis de
24°C y eliminese cualquier gota que quede en la punta. Al

*{Continuaci6n de la p&gina anterior)

Acido 1.840 0.815
1.815

Agua 1.000 0.025

0.840

Si 0.840 es el 100%, 0.8l5 representa el 97% y 0.025 el 3%;
por lo gue para preparar un litro de dcido sulfidrico de la

densidad deseada, a partir de un &cido con densidad 1.840,

deberin agregarse 970 m)l de &cido y 30 ml de agqua.

Otra forma abreviada de proceder, es la siguiente:

1-840 -~ 1-815 00025

11815 - 1.100 = O.Bls = 0,030 lt de agua

Comprobacidn:

Litros Densidad

Acido 1.000 x 1.840 = 1.840
Agua 0.030 x 1.000 = 0.030
1.030 1.870

1.870 16

Téenicat

En un recipiente de aluminio o pléstico se pone agua helada.
Se sumerge en el agua un matraz de Erlenmeyer gue contlene
los mililitros de agua calculados, 8Se deja enfriar y luego
se vacfa el Acido evitando que se eleve la temperatura.
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principio se debe dejar escurrir la leche en la botella len-
tamente para evitar cualquier reaccién con el &cido; luego
se deja vaciar la pipeta, se espera tres segundos completos
hasta gue ya no gotee, y se sopla para que no guede residuo.
Se agrega entonces un mililitro de alcohol isoamilico y se
coloca el tap6n de seguridad hasta que quede firme. Con el
lado tapado hacia arriba, témese la botella de prueba en la
columna graduada y agitese hasta que el cofdgulo se disuelva
completamente. Sosteniendo la botella por el cuello y la ta
pa, inviértase por lo menos cuatro veces para mezclar el res
to del &cido en el bulbo con el contenido. (41)

Se colocard posteriormente el butirémetro en la cen-
trffuga, balanceando el lado opuesto con otro butirémetro.

Se centrifugar8 por 3 a 5 minutos a 1,000-1,200 revoluciones
por minuto,

Se sacarf el butirfmetro de la centrf{fuga y se colo-
car8 durante no menos de 5 minutos en un bano marfa a 60°C
para obtener un valor exacto puesto que la escala del buti-
rémetro est8 calibrada bajo la base del peso especffico de
la grasa a esa temperatura.

Se har8 la lectura de la columna transparente de gra
sa, aumentando o disminuyendo la presién del tap6n por medio
del ajustador para realizarla lo mids correctamente posible,

2.4 DENSIDAD O PESO ESPECIFICO

La densidad es una propiedad ffsica de la materia y
se define como la relacifn, a una temperatura dada, de la ma
sa de una substancia a su volumen; es decir, la cantidad de
masa contenida en una unidad de volumen, Tradicionalmente,
sus unidades son gramos y centimetro cGbico:

D= g\a 54 gramo 5

volumen cm3

La densidad que se mide en la leche es una densidad
relativa, es decir, el cociente que resulta de dividir la ma
ga de un volumen de leche, entre la masa de un volumen 1qual
de agua, a una temperatura dada. (44) El peso especifico es
la rau6n de la masa de cualguier objeto con respecto a w vo
lumen idéntico de agua a la misma temperatura. (26)
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Hay muchos factores que pueden hacer variar la densi
dad, los méds importantes son: la temperatura a la que se hace
la lectura y la comgosicién propia de la leche. (44) En ge-
ral la densidad se mide a 15°C, A temperaturas diferentes,
es necesario realizar una correccién., Existen aparatos espe-
ciales (termolactodensimetros) para esta medicién, asi como
tablas de correcci6n para la temperatura. (1) Las condicio-
nes fisicas constituyen un factor importante que afecta a la
lectura de la densidad tomada con el lactodensimetro. Cuando
la temperatura varia en las proximidades del punto de fusi6n
de la materia grasa, la densidad varfa y no se estabiliza has
ta varias horas despuds del cambio de temperatura, debido a
la lenta modificacién del estado fisico de la materia grasa.
Pero desde luego existe otra causa, ya que se comprueba el
mismo fen@meno en la leche descremada; ésta se encuentra en
las variaciones de la cantidad de agua ligada a las protei-
nas. Este fenfmeno ha sido designado bajo el nombre de
"efecto Recknagel". (1)

El volumen de la leche se modifica aproximadamente 1
en 1,000 por cada cambio de 6 a B°C de temperatura. (91)

Una leche naturalmente baja en grasa, tendrd una den
sidad menor que una rica en grasa, que la tendri m4s elevada,
puesto que en la leche normal al aumentar la grasa, también
se incrementan proporcionalmente los s6lidos no grasos, y las
densidades combinadas de los diferentes componentes de la le-
che compensan de sobra el efecto deprimente de la grasa (44)
{(esta (ltima tiene una densidad de 0.930, menor a la de cual-
quier otro componente de la leche; por ello una leche descre-
mada sf tiene una densidad mayor -es mfs pesada que la leche

entera-, porque se le sustrajo la grasa, pero quedaron los 86
lidos no grasos).

Por medio de esta prueba se puede sospechar, aunque
no afirmar categ6ricamente el aguado y descremado de la leche.
(44)

La densidad de las leches desnatadas se eleva por en
cima de 1,035, (1)

La adiciépn de agua a la leche (aguado), disminuye
evidentemente su densidad, Una leche a la vez desnatada y
aguada puede tener una densidad normal; por esta razén, la me
dida de la densidad no puede revelar el fraude por sf sola.

(1)

La densidad de la leche recién ordefiada es inestable
Yy se eleva un poco despufs, El aumento es del orden de 0.001
(o sea un grado de lactodensficetro). (1)
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2.4.1 Aparatos y Equipo

e Termolactodensimetro de Quevenne.
2.4.2 Material
® Probeta de vidrio de 500 mililitros.

2.4.3 Procedimiento

Se llenar& la probeta de 500 ml con la leche problema.
Se introduciri en ella el termolactodensimetro y se le dejarid
flotar hasta que guede a nivel constante, evitando que se pe-
gue a las paredes cuando se efectfie la lectura.

2.4.4 C4lculos y Resultados

Se hari la lectura tomando como base la parte supe-
rior del menisco y se anotard la temperatura que indique el
termémetro del interior del pesaleche. Debido a las variacio
nes del clima se harf la correccifn de temperatura, adicionan
do o restando 0.0002 por cada grado encima o por debajo de
15°C, respectivamente. Los resultados pueden expresarse en
grados Quevenne, es decir, omitiendo las dos primeras cifras
del valor de la densidad relativa: 1.0 por ser constantes.

2,5 S50LIDOS TOTALES

Se da este nombre a todos los componentes de la leche,
excepto el agua. (44) De acuerdo con la composicién promedio
que consideramos en el inciso 2.2.4, corresponden a los 125-
130 g de extracto seco total por litro de leche. Sus varia-
ciones estdn sujetas a todos los factores enumerados en dicho
inciso y en especial los factores que se mencionarcon para la
materia grasa: 2.3.

La determinacifn de s6lidos totales puede hacerse de
varias formas m&s o menos precisasg:




a)

b)

c)
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Método I, AQAC para s6lidos totales. (40, 44) (Ver:
3.102-8)

Método II (aproximado) AOAC para leche: (44)

Determine el peso especifico con lactfmetro de Quevenne
(leyendo la parte superior del menisco); anote la tempera
tura y corrija la lectura a 15.5°, Calcule el porciento
de sb6lidos totales aplicando la férmula:

0.25 L + 1.2 G = 8T

en donde L es la lectura corregida del lactSmetro 9 G el
porciento de grasa en la leche.

Conocido el valor de la densidad y el porcentaje de grasa,
pueden emplearse, ademls de la anterior, las siquientes
f6rmulas:

e Fdérmula de Fleischmann y Roeder (citada por 78)

100 (D ~ 1)

ES )

1.311 6 + 2,738

]

0

en donde: G
D

% grasa en leche; ES en %
densidad a 20°C en g/ml

[

e Fbrmula citada en (48):

Lectura corregida del

— lactéﬁetro* + (1.2 x % grasa)

*A 15,5°C

e Dritish Standard Institution (citada por 91):
8T = 0.25 D + 1.22 G + 0.72

D = 1,000 % densidad - 1 (densidad en g/ml a 20°C)
G = § grasa

e FArmula de Richmond (91):

ST = 0.25 p.esp, + 1.2 G + 0,14




4)

2)

£)
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e F&6rmula de Richmond (1):
%ES=1.2G+(MQT(E—1—)-+O.14)XIO

® F&rmula de Fleischmann (1):

D-1

$ ES = 1.2 G + 2665 D

En las dos Gltimas: D = densidad a 15°
G = materia grasa/kg de leche

® YO6rmula de Halenke y Moslinger (citada por 78)
ES = 0.25 (5 Cg + d)

ES = extracto seco en %
Cg = contenido grasc de la leche en %
d = grados de lactodensimetro a 20%

¢ F6rmula de Jacobsen (citada por 44); segdn este autor,
la relacidn de grasa a s6lidos no grasos (SNG) en 1la
leche mezclada de un establo es:

SNG = 0,4 G+7.07
G = % grasa
de donde se sigue: SNG = SG + ST

e Etc,

Los s6lidos totales pueden obtencrse a partir de los valg
reg de la densidad y el porcentaje graso, en tablas, En
el libro de Ramos C6érdoba pueden encontrarse las de Shaw
y Eckles,

Discos giratorios, que tamhién se manejan con la densidad
y el porcentaje graso de la leche (disco de Ackermann)

Otro método, pero gque reguiere una balanza de humedad de

rayos infrarrojos, es el Método Ramos Cérdoba para s6li-

dos totales, descrito en el libro del mismo autor o en la
revista Ciencia (Mex) XI1I1, (7-8): 197-198, 1952,
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2.6 PRUEBA DE NEUTRALIZANTES
(Acido rosflico o coralina)

La préctica de adicionar conservadores quimicos a la
leche €std rigurosamente prohibida en la mayorfa de los pai-
ses; primero, porque las substancias agregadas pueden, a la
larga, perturbar al organismo, después, porgue esta préctica
significa una soluci6n perezosa al problema de la produvccida
de leche limpia y sana. Debe buscarse, ante todo, la conser
vacifn de la leche por métodos higiénicos de produccibn y no
por la adicién de substancias que no hacen, a menudo, sino
enmascarar provisionalmente las alteraciones. (44)

Los conservadores quimicos act@ian de dos maneras:
neutralizan el &cido l4ctico formado por accién bhacteriana
(conservadores alcalinos) o detienen el crecimiento microbia-
no (antisépticos: agua oxigenada, hipocloritos alcalinos, for

mol, dcido b6rico y boratos, 8cido salicflico y salicilatos,
fluoruros, etc,).

La neutralizacién de la leche con alcalinos (carbona-
to, bicarbonato o hidréxido de sodio, carbtonato y bicarbonato
de amonio, ectc,), es probablemente la adulteracifén mfs anti-
gua y la mis frecuentemente cmpleada, para encubrir la alte-
racifén del producto, por el agriado. (44, 48)

Esta prélctica fraudulenta, tan extendida por todo el
orbe, tiene gran importancia tanto econémica como sanitaria;
econfmica porque permite que gentes sin escrdpulos, introduz-
can al mercado haciéndolas pasar cémo buenas, leches preduci-
das en pésimas condiciones higiénicas y transportadas en ma-
las condiciones de refrigeraci6én; sanitaria, porque trat&ndo-
se de leches sucias y con elevadfsimos contenidos bacterianos,
al neutralizarlas se enmascara esta faltar pero lo que ¢s mis
grave y punible, es que se propicia el crecimiento excesivo
de gérmenes nocivos, principalmente proteolfticos, los cuales
al amparo de una acidez baja, proliferan enormemente, vencien
do la bharrera natural que representaba, la acidez producida
por las bacteriag acido-ldcticas normales de la leche., (44)
(ver: 2,1.3)

La neutralizacién excesiva altera notablemente la com
posicién quimica de la leche ‘tratada, saponificando su grasa,
hidrolizando sus protefnas o alterando sus propiedades, pues
inclusive retarda la coaqulacidn de la casefna., (44, 48) las
propiedades fisicas de la leche tales como el fndice crioscé-
pico y la conductibilidad del suero, también son alteradas
por la neutralizacién, por Jo cual algunos métodos para cncon
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trar la adulteracién, estdn basados en descubrir alteraciones
en estas constantes. (44)

Son mltiples los métodos gue existen para investigar
la adici6n de alcalinos a la leche y entre los que mayor acep
tacién tienen por lo r&pidos y sencillos son las pruebas colo
ridas gue usan indicadores de pH, tales como el &cido rosé6li-
co, rojo de fenol, ete,, aungque estas pruebas no son lo sufi-
cientemente eficaces, como para poder diferenciar si el vire
del color del indicador es debido a que la leche ha sido neu-
tralizada, o sl se trata simplemente de una leche patolégi-
ca. (44)

2,6,1 Materiales y Reactivos

Vaso de precipitado de 50 o 100 ml
Alcohol etflico 65% (preparado seqdn 2.9.3)

Reactivo: solucién alcohdlica al 1% de 4cido ros6é-
lico

2.6,2 Procedimiento

A 5 ml de leche se le agrega igual cantidad de alco-
hol etflico de 65% y unas gotas de reactivo, se agita y se ob
serva: coloracién rosada indica la presencia de substancias
alcalinas; coloraci6én amarilla indica leche normal,

2,7 PUNTO DE CONGELACION
(Punto Crioscépico)

La leche se congela por debajo de 0°C, ya que las
substancias disueltas rebajan el punto de congelacifn de los
disolventes puros (crioscopia),

El punto de congelacién es la menos variable de las
propiedades de la leche y la determinaci6n ffsica mis exacta
para poder determinar si la leche estd adulterada con aqua,
(44, 1)

L.os solutus o materiales disuveltos en un liguido sol-
vente, generalmente hacen desconder el punto de congelaci6n
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del solvente. Dicho abatimiento, usualmente es proporcional

a la concentracién de solutos en el solvente. Referido a la

leche, cuando se adiciona agua la concentracién de sales di-

sueltas en el suero se diluye. Como resultado de la diluci6n
de la leche obtenemos progresivamente un punto de congelacifn
cada vez mis cercano al agua, (2) es decir, se produce un au-
mento del punto de congelacibn,

Las concentraciones de lactosa y cloruros en la leche,
son responsables de aproximadamente <l 75% de las depresiones
del punto de congelacién (...) La mayor variabilidad del pun
to de congelacibn se atribuye a cambios en la concentracién
de la fraccién no-cloruro de las cenizas de la leche. (1, 44)

El fundamento de esta prueba radica en la aplicacién
del principio de la presién osm6tica. La leche se produce a
partir de la sangre y puede establecerse que si la presién
osmética de la leche no es igual que la de la sangre ha de
existir al menos una interrelacién definida entre ellas. (o-
mo quiera que la presifn osmbética de la sangre no varfa entie
amplios limites, se piensa que debe ser constante en la leche.
Como la presifn osm6tica de la leche se reduce mediante la
adici6n de agua, la determinacién de esta caracterfstica cong
tituye un medio de indicar la presencia de agua anadida. La
presifn osmbtica de una substancia es diffcil de determinar,
pero por suerte existe una relacién definida entre presibn os
mética de una substancia y su punto de congelacién. La lacto
sa y sales minerales de la leche se hallan en solucién verda~
dera y son estas substancias las que producen la presifn osmd
tica que a su vez disminuye el punto de congelaci6n, Si se
anade agua a la leche disminuye la lactosa y las sales minera
les, resultando que el punto de congelacidn se aproxima al
del agua. (24)

Los valores del punto de congelacidn varfan por mu-
chos factores, internos y externos al animal, pero ninguno de
ellos lo afecta tan ostensiblemente como la adicifén de agua a
la leche. 1Intervienen la aestaci6tn del afo, la alimentacibn,
la temperatura ambiente, raza del animal, ordefo matutino y
vespertino, tiempo de ordeno, accesibilidad al aqua, el agua
misma y posiblemente otros factores; muchos de estos estén
aparentemente interrelacionados.

El punto de congelacién puede también ser afectado
por el tratamiento de la leche al vacfo, la esterilizacién de
la leche y por el congelamiento y manejo de muestras antes de
determinar el punto de congelaci6n, ILa adicidn de s6lidos de
leche disminuye narcadawente el punto de congelaci6n, (2)

Todos los factores gue alteren las proporciores de
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lactosa, cloruros y demds solutos del suero, tendr&n influen
cia sobre el punto de congelacién; por las mismas causas &s-
te tiene una correlacién muy estrecha con la presibén osmbti-
ca de la leche. (44)

Entre las principales causas que motivan una disminu-
cién en el punto de congelacién (valores negativos que se ale
jan mds de 0°C), tenemos adulteracibén con azfcares o sal, con
centracién de la leche, mastitis estreptocdcica, fiebre carbo
nosa, hora de la ordefia, leche con contenido alto de calostro
y la acidificacién de la leche (una leche suficientemente &ci

da para cuajar en el curso del calentamiento hasta ebullicién,
se congela a 0.580; 1)

Algunas de las principales causas que originan aumen-
to en el punto de congelacibén (valores negativos gue se acer-
can a 0°C), tenemos el aguado, dilucién, disminucién del con-
tenido de lactosa (ciertos casos de tuberculosis; 44), pasteu

rizacién r&pida y homogeneizacién, pasteurizacibn y esterili=
zacibén al vaclo,

La siguiente representacibén grdfica nos permitird com
prender mejor:

Aumento o

Disminucién «— elevacién

B

(*)

— et }

¥

etc. ~-0.600 =-0.,560 -0.530 -0.500

S

Actualmente, la determinacién del punto de congela-
ci6n se realiza con criéscopos modernos provistos de termbme-
tros de termistores que proporcionan mediciones muy sensibles
y muy cercanas al punto de congelacién verdadero de la leche.
Estos aparatos no se encuentran todavia muy difundidos en los

*La leche debe presentar el punto de congelacifin entre -0.530
y -0.560 con la correccifn Horvet (Reglamento para el Con-
trol Sanitario de la Leche; 82) Osmosis. Difusién de aqua
en relacién a un gradiente de concentracifn; presifn osmbti-
ca, Grado de presifin necesaria para interrumpir completamen-—
te la Gsmosis,
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laboratorios lactolfgicos; la técnica y reactivos que descri-
bimos a continuacién corresponden a un crifscopo muy antiquo

(de Gerber) gue dista mucho de la precisién de los actuales,

sin embargo, satisface en buena medida la posibilidad de de-

terminar un aumento o disminucidn grotescos del punto de con-
gelacién de la leche,

El laboratorio que cuente con un crifscopo de termis-
tores podrd calcular con aceptable aproximacifn la cantidad
de agua adicionada a la leche. La técnica de empleo y las
férmulas para determinar la adulteraci6n se encuentran descri
tas en el libro Standard Methods for the Examination of Dairy
Products de la American Public Health Assocation APHA. (2)

2.7.1 Aparatos y Equipo

® Cri6scopo de Gerber
o Termémetro de -1,2°C a m&s 0.4°C

2.7.2 Reactivos

e Hielo

e Cloruro de sodio

2.7.3 Procedimiento

Se pone hielo en el crifscopo hasta la mitad de su ca
pacidad adicionando sal suficiente para hacer bajar la colum-
na de mercurio del termbmetro.

Se agrega leche hasta la medida indicada en el tubo
del crifscopo; se agita (manual o automiticamente) el hielo y
la leche a la vez, hasta que baje la columna de mercurio a
-0.600, entonces se deja de agitar. Se espera el tiempo sufi
ciente (3 a 4 minutos) hasta que vuelva a subir la columna de

mercurio; donde la columna se detenga sger& el "punto de conge
laci6n",
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2.8 ACIDEZ

Hay dos tipos de acidez en la leche: la acidez que se
mide por el cuanteo de la concentracién de iones hidrégeno o
pPH y que se determina por medio de un potencifmetro, y la aci
dez titulable de la que nos ocuparemos en este apartado.

La determinacién del pH de la leche nunca se ha popu-
larizado como buena prueba de andén (es decir, para juzgar en
este lugar, si se recibe o no la leche porque pueda estar al-
terada) y la causa principal es que el valor promedio dentro
del que oscilan las leches mezcladas provenientes de varias
vacas es de 6.4 a 6.9, (44)

Cuando la leche se empieza a acidificar por prolifera
ci6n bacteriana, puede modificar s6lo su pH en 0.2 unidades y
encontrarse todavia dentro de los limites de éste, pero no
dentro de los aceptables de acidez titulable, (...44) por
ello la acidez de titulacibén es mds reveladora de las condi-
ciones en que fue obtenida y manipulada la leche (ver: 1.4),
Y nos permite suponer indirectamente su contenido microbiano
y la estabilidad de la leche frente al tratamiento térmico;
una leche 8cida no debe pasteurizarse porque el calor del tra
tamiento precipita la casefna y ocasiona trastornos en los
pasteurizadores.

Una acidez valorable hasta de 0.14% o 0.16% puede ser
tolerada en el abastecimiento de leche c¢ruda. Pero los ries-
goe de que la leche se pueda echar a perder o se demerite su
valor comercial se incrementan grandemente conforme la acidez
supera a estos valores. (91) Una planta de pasteurizacién no
debe recibir la leche a partir de que &sta alcanza 18°D de
acidez,

La acidez es una de las pruebas de rutina que mis
aplicacién préctica tiene en la industria, ya que casl todas
las operaciones gue se realizan con el manejo de la leche y
sus derivados dependen de la cantidad de fcido presente. (44)

2,8.,1 lLactosa

La acidez titulable implica forzosamente a la lactosa
(gldcido o azGcar de la leche) presente en cantidades de 47 a
52 gramos por litro.
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Aparte de la lactosa, la proporcién de glficidos es
siempre pequeila en la leche; la leche contiene glficidos li-
bres dializables y glGcidos combinados con las glicoprotef-
nas, no dializables. Desde el punto de vista quimico se dis-
tinguen los gllcidos &cidos, glGcidos nitrogenados y glficidos
neutros. A estos (ltimos pertenece la lactosa y otros polib-
sidos que contienen lactosa y fucosa (sacirido no nitrogenado
que contiene glucosa, galactosa y una metilpentosa); pudiéndo
se encontrar libres o combinados. Es posible que la lactosa
y glicoproteinas sean constituyentes normales y constantes
de la leche, y que los otros glGcidos renresenten estados in-
termedios del proceso de sintesis. (1)

La lactosa es el (nico glGcido libre gue existe en
cantidad importante en todas las leches; es también el compo-
nente mis abundante, el mis simple y el m&s constante en pro-
porcibén. (1)

Con excepcifn de la leche, la lactosa es un azlicar
muy raro en la naturaleza (se encuentra en algqunas formas ve-
getales; 51)

En la leche de vaca, el contenido de lactosa varfa po
co, El factor mis importante de variacién es la infeccidn de
la mama, gue reduce su secrecifn (ver: 2.1.4).

2.8,1.1 Estructura gufmica

Brevemente, podemos decir que los gldcidos o carbohi-
dratos son derivados aldehidicos o ceténicos prceducto de la
primera oxidacifn de alcoholos polivalentes (polivalente por-
que la funcidn alcohol: ~OH, se repite mds de dosg veces en
una cadena carbonada),

Cuando en esta cadena carbonada la oxidacién (con des
prendimiento de aqua) se verifica en un agrupamionto alvohéll
co terminal (primario), se forma un grupo aldehfdo; si la 0\{
dacién se verifica en un agrupamiento alcohlico intermedio
{(secundario) se obtiene un grupo cetd4nico, Estos compuestos
(ahora "azlcares") reciben el nombre de osas o monesaclridos
por componerse de una sola molécula.

Entre los polialcoholes, aguellos gue tienen tantos
grupos ~OH como &tomos de carbono constituyen la molécula,
nos interesan los hexanchexol, es decir, cadenas carbonadas
de seis Gtomos de carbono con seis hidroxilos o grupos -OH,
cuya oxidacibn de uno de los hidroxiles nos dard una hexosa;
entre 8ztas, nos interecsan las aldohexosas en que la wxida-
cién se verifica en el agrupamniento alcohdlico primario,
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Entre estos monosaciridos (las aldohexosas), nos inte
resan solamente dos, en cilerta disposicidn estructural: la

glucosa y la galactosa

CH = Q0 =—— Grupo aldehido CH =0
' 1
H -C- OH H -C~- OH
! 1
HO -C- H HO -C- H
1 '
H -C- OH HO -C- H
1 1]
H -C- OH H ~-C~ OH
1 1
CH2 - OH CH2 - OH
Glucosa Galactosa

presentes en forma ciclica (piranosa) e investidas de cier-
tas caracteristicas:

CH,~ OH $H2~OH
]
HO 0 ,OH Hy 5Oy, OH
H><:E:;J>\H HO” r_”.1>‘n
& OL H OH
Glucopiranosa Galactopiranosa

En la sangre de la vaca se encuentra el monosac8rido
glucosa, las células de la glfindula mamaria la toman de la
circulacién y mediante varias reacciones qufmicas (ver: 51)
que tienen lugar en el citoplasma celular transforman parte
de ella en galactosa.

También se forma galactosa a partir de otros fosfatos
de hexosa originados de las diversas reacciones biogquimicas
que tienen lugar en la sintesis de los demis compuestos de la
leche o de las reacciones productoras de energfa (ruta de los
fosfatos de pentosa).

Una vez que los dos monosac8ridos se encuentran en
la célula mamaria, son unidos mediante un puente de oxfgeno
para formar el disaclrido lactosa:
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CH, —OH CHp—OH
' 0 ‘ 0
/S ,OH H VAN VA
i |
N oH H OH

F6rmula desarrollada de la lactosa
D alfa o beta 4 (D beta-galactopiranosil)- glucopiranosa

Otras fuentes importantes del carbono de la lactosa
constituyen el acetato y el lactato. (51)

La mama puede realizar también la sintesis de lactosa
a partir de los &cidos grasos volitiles; este proceso se ha
demostrado en los rumiantes, aungue el porcentaje de lactosa
producido de esta manera es escaso, alrededor de un 10%. E1
origen principal de la lactosa esti en la glucosa de la san-
gre (51) procedente directamente del plasma sanguineo, que
sin sufrir ninguna modificacién, act@a como aceptor de unida-
des galactosilo (51) integr&ndose asi el disac8rido lactosa,
en el reticulo endoplasmitico y en el aparato de Golgi (55)
de las células alveolares de la gldndula mamaria,

La lactosa existe en dos formas: alfa y beta (que a

su vez pueden ser anhidras o hidratas) guardando un equili-
brio en la leche.

La lactosa es 10 veces menos soluble (1) y seis veces
menos dulce (%) que el azGcar ordinario; y adiciona al valor
nutritivo de la leche y productos lécteos unas 4 Kcal de ener
gfa térmica por gramo. (91)

2.8.2 TFermentacifn Microbiana

La fermentacibn precede, en la evolucién biol6yica, a
los procesos respiratorios (el término respiracifn se refiere
a una clara oxidaci6bn de los substratos a expensas del oxfge-
no moleculary. (10)
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La respiracién, cuando es completa, da s6lo productos
sencillos carentes de interé&s (COz y H30), en tanto que las
fermentaciones conducen a la formacifn de distintos compues-
tos orgdnicos en grandes cantidades. Estos compuestos difie-
ren de un organismo a otro, y en su identificaci6n, que se
inici6 ya antes de la era pasteuriana, fue el primer paso que
se dio en el estudio del metabolismo microbianc. (10)

(El término fermentacibn se usa con mucha ligereza en
el argot industrial para describir todo proceso catalizado
por los microbios, incluso en los casos en que endicho proceso
se emplea una gran aereacién...; 10)

La fermentacidén se define actualmente consider&ndola
come un "proceso metab6lico en el cual la energia procede de
compuestos orgédnicos que act@an tanto de dadores como de re-
ceptores de electrones”". (10)

Toda fermentacidn debe mostrar un equilibrio, es de-
cir, puesto que no existe una oxidacién pura, el nmero de mo
les C, Hy O debe ser el mismo en los productos resultantes
que en los substratos (incluyende el agua y una pequena co-
rreccibn debida a la asimilacifn como constituyentes celula-
res). (10)

Los procesos energéticos de la fermentacibén pueden es
tudiarse desde varios puntos de vista: termodin&mico, energila
de las uniones quimicas y desde el punto de vista del metabo-
lismo intermediario; nosotres nos concretaremos a mencionar
aquello que respalde y explique los aspectos de Indole pricti
ca.,

El aspecto tecnolfgico gque aliora nos ocupa es la aci-
dificacion de la leche; proceso que se lleva a cabo por las
bacterias presentes ¢n la leche que utilizan la lactosa y pro
ducen 8cido 18ctico (inciso 2,1.3); para ello, dichas bacte-
rias deben asimilar, transportar el azicar a su interior para
fermentarlo.

2.8.2.1 Sistemas de transporte

Las bacterias contienen sistemag de transporte a tra-
vés de sus membranas, para azGeares, aminodcidos, ete,, deter
minados genéticamente,

En ciertos casos la capacidad de sintetizar un siste-
ma especifico de transporte de la membrana est{ latente o re-



99

primida, y tiene gue desreprimirse por exposicién de las célu
las a un medio rico en substrato. (33) De ahi que muchas ve-
ces la aptitud de las bacterias para fermentar los diferentes
azlicares, depende de la composicién del medio.

Se ha comprobado que los estreptococos pueden perder
la capacidad de fermentar la lactosa tras varias series de re
siembra en los medios artificiales. Las enzimas necesarias
para la fermentaci6n de la lactosa por estas bacterias (beta-
galactosidopermeasa y beta-galactosidasa) no forman parte pro
bablemente del "stock" de enzimas constituyentes. (1)

La lactosa es un beta-galactb6sido en razén de las ca-
racteristicas de la unién de la glucosa y la galactosa (diho-
l6sido en que la beta-galactosa es el radical que se une a la
glucosa (ver inciso anterior),

Las células bacterianas poseen sistemas de transporte
activo de azlcares a su interior, entre ellos el sistema "per
measa del bheta~-galactbsido". (33) La beta-galact6sido- permea
sa es una proteina (enzima) que provoca el paso de beta- galac
t6sidos al interior de la c6lula contra un gradiente de con-
centracién; un componente de este sistema es la llamada pro-
tefina M que existe en la membrana de las células bacterianas
¥y que liga los grupos galactfsidos por medio de un grupo -3H.

A veces la biosfntesis de los sistemas membranosos de
transporte estd genéticamente relacionada con la sintesis de
enzimas capaces de deqradar la substancia objeto del transpor
te o sus precursores., (33)

El sistema de transporte de beta-galactfsidos estd ge
néticamente relacionado con las enzimag beta- qa]anté ido-
transcetilasa y beta-galactosidasa. FEl Gltimo hi iroliza los
beta-galactésidos, incluyendo Ta lactosa, y libera galactosa.
(33)

otro sistema transportador de aztcar, funciona por
fosforilacibn del az@ear al atravesar la membrana., Bl azGear
realmente se acumula en forma de su Gster fosffrico; en esta
forma, cargada eléctricamente, no pucde escapar de la célu-
la (...) El transporte activo del azGcar por este sistema es
llevado a cabo por una protefna reconocedora del az@car deno-
minada enzima II, presente en la membrana, y potr otras prwte{
nas del citoplasma que participan en la fosforilacifn del axﬁ
car y que son la enzima | y una proteina denominada HPr (...).
La enzima 11 posee especificidad de azticary de hecho existe
alguna evidencia en favor de que hay una enzima 11 distinta
para cada uno de los aziicarcs transportados por este sistema.
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Se han identificado como aceptores de fosfato en dicho siste-~
ma mGltiples azGcares distintos, incluyendo la D-glucosa y va
rios galactésidos, la D-~fructosa, pentosas, pentitoles y hexi
toles. (33)

Una vez descompuesta la lactosa de la leche en gluco-
sa y galactosa en el interior de la cé&lula bacteriana, la D-
galactosa es convertida en D-glucosa:

Primero sufre una fosforilaci6n por el ATP en reac-
ci6n catalizada por la enzima galactoguinasa:

ATP + D~galactosa ———————> ADP + D~galactosa-l-fosfato

A continuacién, el D~galactosa~l-fosfato se convierte
en su epimero en el &tomo de carbono 4, es decir, en el D~glu
cosa-l-fosfato, a través de una secuencia de reacciones que
requieren el trifosfato de uridina (UTP) como coenzima (33) y
la presencia de UDP-~glucosa,

Finalmente, la glucosa debe poseer el radical fosfato
(fosforilacibn) en el carbono seis para seguir la via glicolf
tica y siguientes fermentaciones.

2.8.2,2 via Embden-Meyerhof (GlucHlisis)

La vi{a de Embden-Meyerhof transcurre en ausencia de
oxfgeno; las diferentes etapas de que consta se llevan a cabo
por numerosas enzimas y coenzimas presentes en la célula bac-
teriana. Por cada molécula de glucosa qque sigue esta ruta se
producen dos moléculas de Acido pirdvico (ver esquema) y la
cblula obtiene en determinadas etapas de la ruta,energfa para
sus procesos vitales, (Para todo lo referente al halance
energético; enzimas y coenzimas participantes; f6rmulas desa-
rrolladas de los distintos metabolitos y productos terminales
de esta via como la de otros procesos de referencia, se vemi-
te al lector a la consulta de libros y manuales de bloguimica
y metabolismo microbiano).
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2.8.2,3 Principales fermentaciones

Una gran variedad de fermentaciones que originan di-
versosg productos se basan en la via metabblica de Embden-Me-
yerhof o formacibn glucolftica del piruvato.

Posteriormente, en las principales fermentaciones, el
piruvato (forma fonizada del &cido pirdvico) ocupa el papel
central segfin podemos apreciar en el esquema de la p&gina si-

guiente,
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CH3CH2C0?H 1/2 Hexoso
Acido propionico
/’COE
H,+CO,
HOOCCH, CHyCOOH Cy- P (pH tojo)
Acido succinico ADP ]
+2[H) arpd |2 M
+21H) HCOOH
HOOCCCH2 COOH e
c 2 co CHsﬁCOOH (CoAISH formico CH3COOH
0 0 + Acido
Acido oxalocetico ® Acido 0 ocetico
pirdvico "
® CH3CS(CoA )~ 2 CH3CHL0H
@ (Dl+2 H Acetil-CoA Etanol
02 co, )
CH3CHO CH3CHCOOH CHy~C-CH-CHg
H3CCH,COOH
Aceloldehido OH 8 lOH ¢ 38 2
Acido ldctica !
+2 H Acetaino Acido ocetoocelico
CH3CHOH l+2 H 1+n[H]
] {CHCH ,
Etono CH3$rch 3 Acido butirico
8 OH siol Butanol
utonodiol
Ace!ona}+ COz
Isopropanoct

Papel del piruvato en los principales tipos de fermentacién:
1. Lictica (Streptococcus, Lactobacillus); 2. Alcohblica (la
mayorfa de las levaduras pero tan s6lo algunas bacterias); 3,
Acida mixta (la mayorfa de las enterobacterificeas); 4. Butano
diol (Aerobacter); 5. Butfrica (Clostridium), y 6. Propiénica
(Propionibacterium). (Ref., 10)

Dependiendo del tipo de microorganismo ser& la via
fermentativa que sigay la diversidad de microorganismos gue
pueden crecer simulténeamente en la leche puede producir dife
rentes productos, incluyendo cantidades variables de los meta
bolitos intermedios,

Las hexosas se transforman en fcido l&ctico, en una
proporcibn igual o superior al 90% por la accibn de las bacte
rias licticas llamadas "homofermentativas" y al 50% por las
denominadas "heterofermentativas’; estas tltimas forman, ade-
mis, gas carbB8nico (alrededor del 25% del azfcar) o productos
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neutros (alcohol y glicerol) v &cidos (&cido acético); (1)
respectivamente se trata de la fermentacibén homoléctica y la
heteroldctica; en esta filtima se siguen vias diferentes y
substitutivas de la ruta glicolftica (fermentaciones fosfo-
gluc6nicas), y s6lo la mitad de cada molécula de glucosa se
convierte en lactato.

Las vias principales, comunes a todos los grupos de
microorganismos, por los cuales se forman los intermediarios
claves para la biosintesis son la via Embden-Meyerhof, la
via oxidativa directa y el ciclo de los &cidos tricarboxfli-
cos. En ciertos microorganismos éstas han sido suplantadas
por varias vias sui géneris, incluyendo las siguientes: via
de Entner-Doudoroff (Pseudomonas), ciclo del glioxilato, etc.
(30)

Las fermentaciones se consideran en tres grupos: A.
Fermentaciones basadas en el ciclo de Embden-Meyerhof. B.
Fermentaciones basadas en la derivacifn hexosa monofosfato.
C. Vias heterogéneas especiales (bifidobacterium, clostridia,
fermentacién metano). (30)

El papel principal de la via glucolftica en muchas de
las distintas fermentaciones ilustra la unidad biolbgica a un
nivel molecular y refleja el principio evolucionista de la se
leccién para el mecanismo m&s eficaz., (10)

2.8.3 Bacterias Licticas

La produccién elevada de 4cido en los productos de la
fermentaci6én anaerobia de los azdcares, es un carlcter bioquf
mico importante que justifica la integracién, dentro de un
mismo grupo, de bacterias que presentan grandes diferencias
en su morfologfa. (1)

fL,as bacterias l4cticas tienen numerosos "hébitats”,
Aparte de los productos lActeos sa les encuentra en abundancia
en los productos vegetales: ensilados, "choucroute" (sauer-
kraut o col agria), granos, jugos y mostos en fermentacidn,
etec. Se encuentran presentes en el aparato digestivo del hem
bre y de los animales y en las cavidades naturales (boca, va-
gina), (1)

Lags bacterias sapr6fitas que se encuentran comunmente
en la leche, pertenecen al grupo de bacterias l8cticas. (89)

bos familias revisten particular interés: lsa familia
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milia Lactobacillaceae, entre las bacterias de forma bacilar,

grampositivas, no espor6genos (partes 14 y 16 respectivamente
en la clasificaci6én Berguey's 8th. Ed. 1973, (6)

2.8.3.1

Los géneros de cada familia son los siguientes:

1.

II.

Familia Streptococcaceae

Género I Streptococcus
Género II Leuconostoc
Género 1II Pediococcus
Género 1V Aerococcus
Género V Gemella

Familia Lactobacillaceae, @nicamente:

Género I Lactobacillus

Familia Streptococcaceae

Caracteri{sticas generales: (6)

Células esféricas u ovoides, en pares o cadenas de
longitud variable o en tétradas (a)

Sin motilidad o raramente mbviles
No forman endosporas (b)
Grampositivos (c)
Quimiorganbtrofos (d)

Metabolismo fermentativo (e); a partir de los car-
bohidratos forman 4cido l8ctico, acético y férmico
y CO2 y etanol

Sus requerimientos nutricionales son complejos y
variables

La prueba de catalasa cs variable (f)
Bencidina negativa (g)
Anaerobios facultativos (h)

El contenido de DNA, G + C oscila de 33 a 44 moles
& (1)
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Notas Aclaratorias

(a)

(b)
(c)

(d)

(e)

(£)

(9)

(h)

(1)

Las bacterias se distinguen por su modo de multiplica-
cién; segln el caso, hay divisién o esporulacibén. Las
esporas constituyen una forma muy resistente a los facto
res fisicos y qufmicos, capaces, por otro lado, de alte-
rar las formas vegetativas (calor, antisépticos, etc.;
89).

Cuando hay ‘divisién simple de las células, las células
hijas pueden separarse o permanecer unidas y formar agru
pamientog celulares caracteristicos: estreptococos (cade
nag), estafilococos (racimo de uvas), diplococos (unién
de dos cocos), tétradas (cuatro cocos formando un cuadra
do), etc.

Endosporas: esporas internas; ver (a)

Por el método de coloracién de Gram (violeta de genciana,
Iugol y alcohol etilico), las bacterias de un frotis se
tifien color violeta (Gram+) o rojo (Gram-).

Quimiorgan6trofos: organismos que necesitan moléculas or
génicas complejas como dadores de electrones (por ejem-
plo, la glucosa). (33)

Metabolismo: es la totalidad de las reacciones gquimicas
llevadas a cabo por las c#lulas vivientes. Por medio de
estas reacciones se obtiene la energfa del medio y se
consume en la bilosintesis y el crecimiento, as{ como en
actividades secundarias como la motilidad, la luminiscen
cia y la produccién de calor. (30) TFermentacién (ver:
2.8.2)

Catalasa (+ o ~). Enzima bacteriana capaz de desprender
el oxIgeno del agua oxigenada,

Reaccién de la bencidina. Pone de manifiesto la presen-
cia de la (enzima) citocromo-oxidasa (1) y con ello la
capacidad de utilizar el oxfgeno molecular (células aero
bias).

Anaerobios facultativos, que pueden crecer en presencia
o ausencia de aire, (10)

G + C (Guanina + Citocina): bases nitrogenadas que for-
man parte del material genético de las bacterias (DNA) y
se utiliza para medir el parentesco de distintos organis
mos.
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Clave para identificar los géneros de la familia Strep
tococcaceae: (6)

I, La glucosa es fermentada por la via de los difos~
fatos de hexosa (j) produciendo principalmente
dcido lictico dextrorrotatorio (k) (homofermentati
vos). La divisibn celular en un plano produce pa-
res o cadenas. Catalasa negativa.

Los dos primeros géneros de esta familia revisten
especial importancia para nosotros:

Género I, Streptococcus

II. La glucosa es fermentada por la via hexosa monofos
fato (j), produciendo &cido ldctico levorrotatorio,
CO3, etanol y/o &cido acético (heterofermentativo).
La divisi6n celular en un plano conduce a pares o
cadenas., Catalasa negativa.

Género II, Leuconostoc

III, La glucosa es fermentada produciendo &cido lactico
inactivo (homofermentativo). La divisién celular
en dos planos resulta en pares o tétradas. Catala
sa variable.

Via metab8lica de degradacién de hexosa.

El 8cido l8ctico muestra actividad 6ptica, es decir, pue
de hacer girar el plano de la luz polarizada cuando se
examina con un polarimetro (debido al carbono central
asimétrico), La direccién de la rotacién se indica por
los signos (+) dextrorrotatorio: desviaci6n a la derecha,
o (~) levorrotatorilo: desviacibn a la izquierda; a las
formas 6pticamente inactivas se les llama racémicas o
inactivas (no cambian el plano de vibracién). General-
mente se constituyen por una mezcla equimolecular de las
dos anteriores.

Lag letras Dy I, también se refieren a la estereosiome-
rfa (es decir, el diferente arreglo de los grupos de &to
mos en el espacio), pero en relacién a la posicibn "gri-
fica derecha o izquierda" del -OH del Gltimo carbono asi
métrico (que tiene diferentes radicales en todas sus va-
lencgias), Cada una (D o L), puede ser a su vez dextro-
o levorrotatoria, pero en los compuestos de tres carbo-
nes ge trata del mismo carbono de la polimetrfa, por lo
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que la mezcla equimolecular de los is6meros D y L produ-
ce también la forma Spticamente inactiva que se simboli-
za mediante el prefijo DL.

2,8.3.1.1 Género I. Streptococcus

Dentro de este género se encuentran 21 especies en ce
parios catalogados y siete especies permanecen actualmente en
incertae sedis (no catalogadas). Dos especies nos interesan

especialmente:

. Streptococcusg lactis

. Streptococcus cremoris

Ambas crecen a 10°C; no crecen a 45°C ni en caldo con
6.5% de NaCl o a pH de 9.6. Pertenecen al grupo N de la cla-
gificacibén de Lancefield (reaccifén serolégica). La primera
produce amonio a partir de la arginina y la segunda no; las
pruebas de tolerancia utilizadas para diferenciarlas de las
demis especies y entre s{, son las siguientes:

5. lactis §. cremoris
Crecimiento a 10°C Positivo
Crecimiento a 45°C Negativo
Crecimiento en medios
que contienen:
Azul de metileno Positivo Algunas cepas
(0.1% en leche) positivas;
otras negati-
vas
Cloruro de sodio (6.5%) Negativo Negativo
Bilis ' Positivo Positivo
Iniciacién de crecimiento | Negativo Negativo
a pH 9.6

Tolerancia al calor

(60°C por 30 min)

‘A qgunas cepas
positivas)
otras negati-

vas

Algunas cepas
positivas;
otras negati-
vas

Aunque los estreptococos son grampositivos, los cultl
vos que sobrepasan la fase legarftmica de crecimientn (ver:
3.1.7.1.2) y en frotis de materiales naturales (su hébitat na
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tural), pueden mostrar células gramnegativas, asf como aberra
ciones celulares y de tincién., Los cultivos j6venes en caldo
ofrecen el mejor material para la tincid6n de Gram.

Streptococcus lactis

. Células ovoides alargadas en la direccién de la ca-
dena; difmetro de 0.5-1,0 milimicrén. La mayorifa
se presenta en pares o en cadenas cortas. Algunos
cultivos producen cadenas largas.

. Se conocen muchos tipos serolbgicos.

. Produce 4cido a partir de la glucosa, maltosa, lac-~
tosa, xilosa, arabinosa, sucrosa, treolosa y mani-
tol. El salicin puede o no ser fermentado. No pro
duce 4cido a partir de la rafinosa, inulina, glice-
rol o sorbitol.

. No descarboxila la tirosina.

. Algunas cepas producen el antibi6tico Nisina que
inhibe a muchos organismos grampositivos (ver:
3.1.7.3.3)

. Crecen en medios que contienen 4.0 pero no 6.5% de
cloruro de sodio. Puede iniciarse el crecimiento a
pH 9.2, pero ne a pit 9.6, Pueden ocurrir variacio-
nes en estas Gltimas dos caracter{sticas.

. Algunas cepas pueden metabolizar la leucina produ-
ciendo el 3-metilbutanol que produce el defecto de
sabor a malta en los productos licteosg (ver: inciso
2.2.3.1, B, 4)

. La nutrici6n de estas especies es compleja. Gene-
ralmente, requieren para su crecimiento en medio
sintético, de 4 o 5 vitaminas del grupo B, de 10 a
13 aminofcidos y acetato, oleato y 8cido lipoico
(lipoato).

. Temperatura Sptima, aproximadamente 30°C, algunas
cepas no pueden crecer a 41°C; no hay crecimiento
a 45°C,

. Etc.

Streptococcus lactis subespecie diacetilac

tis

. Esta variedad posee las mismas caracteristicas que
el Streptococcus lactis, excepto gque es capaz de
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fermentar el citrato (en conjuncifn con un carbohi
drato fermentable) con produccién de CQ2, acetoina
y diacetilo.

Streptococcus cremoris

Células esféricas u ovoides alargadas en la direc-
cibn de la cadena; di&metro de 0.6~1.0 milimicro-
nes (a menudo més largo que el S. lactis); forma
cadenas largas, especialmente en la leche, pero en
algunos cultivos predomina como pares.

Pertenece al grupo N de Lancefield.

Se conoce la existencia de muchos tipos serolfgi-
cos,

Produce fcido a partir de la glucosa y la lactosa.

Puede o no fermentar la trealosa y el salicin. Ra-
ramente fermenta la maltosa, sucrosa, rafinosa o ma
nitol. La arabinosa, xilosa, inulina, glicerol y
sorbitol no son fermentadas. En presencia de un
azGcar fermentable, algunas cepas degradan el citra
to produciendo CO3, &cido acétilo y diacetilo,

Algunas cepas producen también substancilas pareci-
das a antibibticos.

Las caracterfsticas nutricionales son estrechamente
paralelas a las del §. lactis.

Su temperatura Optima es alrededor de 30°C. No hay
crecimiento a 40°C.

Se diferencia de 5. lactis en que éste produce amo-
nio de la arginina.

Generalmente crece en caldos que contienen 4% de
cloruro de sodio, inicia usualmente su crecimiento
en caldos ajustados a pH de 9.2,

Etc.

Otras especies gue pueden encontrarse en la leche:

Streptococcus agalactiae

3

Productor de &cido a partir de la glucosa, maltosa,
sucrosa y trealosa, Ia lactosa et usualmente fer-

mentada por cepas de origen bovino {leche y tejidos
de la gléndula mamaria de animales que padecen mas-
titis)
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Streptococcus acidominimus

. Productor de 4cido a partir de la glucosa, lactosa,
sucrosa y generalmente de la maltosa y trealosa.

Streptococcus thermophilus

. C8lulas esféricas u ovoides, dilmetro 0.7-0.9 mili-
micrones, en pares o cadenas largas.

. Presenta preferencia por la fermentacién de los di-
sacdridos lactosa y sucrosa, lo que puede resultar
en un valor de pH mds bajo en comparacién con la
fermentacibén de la glucosa,

. Productor de 4cido a partir de la glucosa, fructosa,
lactosa y sucrosa; no asi de la trealosa, maltosa,
inulina, glicerol, manitol, sorbitol o salicin y ra
ramente de la rafinosa, xilosa o arabinosa.

. Se requieren seis vitaminas del grupo B para su
transferencia seriada en medios sintéticos.

+ Sus requerimientos no han sido completamente identi
ficados.

. Temperatura Sptima entre 40 y 45°C. El crecimiento
ocurre a los 50°C, pero no a 53°C. No crece en tem
peraturas inferiores a 20°C. Resistencia marcada
al calor, sobrevive 65°C por 30 minutos.

. Se reconoce fdcilmente esta especie por su alta tem
peratura limite de crecimiento, tolerancia té&rmica,
incapacidad para fermentar la maltosa y para crecer
en medios con 2.0% de cloruro de sodio.

» Se¢ emplea a menudo para la fabricacifn de los culti
vos iniciadores de yogurt y queso suizo,

. Etc,

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus faecalis subespecie faecalis subespecie nov

Streptococcus faecalis subespecie liquefaciens

Btreptococcus faecium
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Streptococcus uberis

» Presente en la leche cruda y tejido glandular de va
cas gue padecen mastitis.

2.8.3.1.2 Género II Leuconostoc

Comprende seis especies, de las cuales cinco se en-
cuentran en la leche y productos lacteos:

LeuconostoC mesenteroides

. Células esféricas o lenticulares, 0,5-0.7 por 0.7-
1.2 milimicrones; en pares o cadenas, usualmente
cortas.

. Una nata caracterfstica de dextran se forma a par-
tir de la sucrosa, favorizado por temperaturas de
20 a 25°C, Diferentes tipos de colonias se forman
en el agar sucrosa dependiendo de las caracterfsti-
cas del dextran formado. Algunas cepas, particular

mente aquellas de origen l8cteo, producen poco dex-
tran.

. La glucosa es utilizada anaer6bicamente por la ruta
de las pentosas produciéndose 1 mol de 8cido ldcti-
co D (-), etanol y COj.

. El acetato, lactato y tartrato no se utilizan como
exclusiva fuente de carbono.

. El nfimero de aminoBcidos esenciales para el creci-
miento es pequefio; Gnicamente la valina y el &cido
glutfimico se requieren para todas las cepas.

. El rango de temperatura es de 10 a 37°C; 6ptimo de
20 a 30°cC.

., Etc.

Leuconostoc dextranicum

. C8lulas esféricas o lenticulares, 0,5-0.7 por 0.7~
1.2 milimicrones; en pares o cadenag cortas.

. El dextran formado es a partir de la sucrosa, pero
no tan activamente como en la mayorfa de las cepas
de L. mesenteroides,
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La ruta empleada en la utilizacién de los carbohi-~
dratos no se ha estudiado.

Los requerimientos de amino&cidos son mds variados
que para la especle anterioxr, pero solamente pocos
aminofcidos afectan el crecimiento de cualquiera de
ellos.

En rango de temperatura: 10-37°C, 6ptimo 20-30°C.
Etc »

Leuconostoc paramesenteroides

CElulas esféricas o lenticulares de 0.5-0.7 por
0.7-1.0 milicrones, en pares o cadenas.

No forman dextran de la sucrosa.

La ruta de utilizacién de los carbohidratos no ha
gsido estudiada.

Los requerimientos de amino&cidos son complejos y
variables, MAs amindcidos influyen el crecimiento

de la mayorfa de estas cepas que las del L. mesen-
teroides.

Facultativos anaerobios, aunque algunas cepas pre-
fieren condiciones reducidas de crecimiento.

Toleran concentraciones de cloruro de sodio m&s al-
tas que otras especies.

Rango de temperatura: 10-37°C, 6ptimo 20-30°C.
Etc.

Leuconostoc lactis

Células esféricas o lenticulares, 0.5-0.7 por 0.7~
1.2 milimicrones.

Requerimientos de aminodcidos compleijos y similares
a los de L. paramesenteroides.

Mis registentes al calor gue otras especies y nor-
malmente sobreviven a temperaturas de 10-40-°Cy Sp-
timo 25-30°C,

Etc,
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Leuconostoc cremoris (antes L. citrovorum)

2.8.3.2

Cé8lulas esféricas o lenticulares 0.8-1,2 milimicro-
nes; generalmente en largas cadgnas on La§ gue las
c8lulas parecen estar en pares,

La sucrosa no es fermentada normalmente, pero "colo
nias mutantes", formadas en agar blando pueden for-
mar 4cido de la sucrosa.

El citrato es utilizado cuando un carbohidrato fer-~
mentado estd presente. Se forma acetato, piruvato

y CO2: el piruvato es convertido en acetoina y dia-
cetilo,

Requerimientos de aminoflcidos complejos, la omisién
de uno entre un gran nGmero de ellos impide el cre-
cimiento.

Anaeroblos facultativos pero tiene preferencia por
condiciones reducidas.

Rango de temperatura: 10-30°C; &ptimo de 18-25°C.

Son las especles menos activas, caracterizadas por
una limitada habilidad de fermentaci6n y requeri-
miento de factores complejos para el crecimiento.

Etc.

Familia Lactobacillaceae

Caracteristicas generales: {(6)

Bacilos rectos o curvados, usualmente se encuentran
individuales o en cadenas,

Inméviles, raras cepas presentan motilidad,
Grampositivas,

Anaerobios o facultativos,

Requerimientos orydnicos nutricionales complejos,
Altamente sacaroclésticos (desdoblan la sacarosa).

Al menos la mitad de Jos productos cavbonados fina-
les del metabolismo de los carbohidratos es el lac-
tato. ¥l lactato no es atacado ancr6bbicamente.

Catalara negativa.

Reacoién bencidina negativa,
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. La patogenicidad no es usual.

. Se encuentran en productos de fermentacibén animal o
vegetal donde hay disponibilidad de carbohidratos;
también se encuentran en la boca, vagina, tracto in
testinal de varios animales de sangre caliente, in-
cluyendo al hombre.

2.8.3.2.1 Género I - Lactobacillus

Género de bacilos no esporulados, grampositivos que
llegan a sex gramnegativos con el incremento de acidez y edad
del cultivo; y cuyos requerimientos nutricionales son general
mente caracteristicos para cada especie.

Comprende 27 especies de ceparios catalogados y 15
Species incertae sedis (no catalogadas). Mencionaremos y ubi
caremos dentro de la familia solamente a nueve especies de in
terés por encontrarse en la leche y/o productos licteos.

Clave para identificar las especies del género Lacto-
bacillus (6) (Gnicamente las de interés)

I. Homofermentativos. El &cido l&ctico es el producto m&s
abundante proveniente de la glucosa (generalmente 85% o
més) .,

A. Especies gue no producen gas de la glucosa o el gluco
nato; no fermentan la ribosa, no requieren tiamina,
tienen actividad aldolasa (enzima de la ruta glicolf-
tica); el &cido lactico producido es D(-), L(-) o DL;
crecen generalmente a 45°C o temperaturas mayores, ca
81 no hay crecimiento a 20°C y no lo hay a 15°C, ete,

1. Especies productoras de fcido ldctico D(~)
. L. lactis

2. Especies productoras de 4cido lictico DL
+ L. helvéticus

B. Especles que no producen gas a partir de la glucosa.
Cuando fermentan la ribosa, la produccifn de &cido
lactico no se acompana de gas, HNo requieren tiaminaj
tienen actividad aldolasa. Crecimiento variable a
45°C, crecimienta a 15°C, ete.
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1. Especies principalmente productoras de &cido l4c-
tico L(+). Fermentan la ribosa.

. L. casei subespecies casei,
rhamnosus y alactosus

2. Especies productoras de &cido l4&ctico DL. Fermen-
tan la ribosa,

- L, plantarum
« L. curvatus

II. Heterofermentativos. Alrededor del 50% de los productos
terminales provienen de la glucosa, tales como el &cido
ldctico, considerables cantidades de CO3, 4cido acético
y etanol. Producen manitol de la fructosa.

A, Especies productoras de gas a partir de la glucosa y
gluconato. La ribosa es fermentada produciendo 4cido
ldctico y acético, pero sin produccién de gas. Re-
quieren tiamina. Producen &cido lictico DL. La acti
vidad aldolasa no es demostrable, etc.

1. Crecimiento a 45°C; no hay crecimiento a 15°C.
+ L. fermentum

2, Crecen a 15°C; no hay crecimiento a 45°C.
. L. brevis
+ L. buchneri

. Bacilos, menores de 2 milimicrones de ancho; apare-
cen a menudo como formas alargadas, con tendencia a
crecer en filamentos frecuentemente enroscados; en
cultivos jévenes y vigorosos se presentan indivi-
dualmente o en pares,

. ITnmbviles.

. Colonias normalmente rugosas, de 1-3 mm de didme-
tro, no pigmentadas, siendo blancas o gris pdlido.

. Por homofermentacién producen &cido léctico D {-).

. Coaqulan la leche con una acidez final de aproxima-
damente L.6% de dcido lictico.
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. No hay crecimiento a 15°C; crecen a 45°C e inclusi-
ve a 50-52°C; crecimiento 6ptimo a 40-43°C.

. Aislados de la leche, queso y cultivos iniciadores
empleados en la manufactura de quesos.

Lactobacillus bulgaricus

. Esta especie estl estrechamente relacionada con el
Lactobacillus lactis, siendo morfolbgicamente indis
tinguible; produce la misma cantidad de Scido l4cti<
co D (+) en la leche, etc.

. La Gnica diferencia singificativa es que el L., bul-

aricus fermenta menos az@Gcares que el L. lactis.
Este (ltimo podrfa ser una mutante o variable del
primero,

. Esta especie y algunas veces L. lactis y otros lac-
tobacilos se enhcuentran a menudo juntos en leches
agrias y yogurt,

Lactobacillus helveticus

. Bacilos de 0.6-1.0 por 2.0-6,0 milimicrones, presen
tes individualmente o en cadenas. -

. En placas de agar, forma colonias de 2-3 mm de di&-
metro o menhos, normalmente opacas, entre blanco y
gris pélido.

» Por homofermentacién se produce fcido léctico DL.
La acidez proveniente de la fructosa y manosa puede
ser débil, producirse lentamente o no haberla. La
trealosa os fermentada ocasionalmente,

. Regquiere un medio complejo. En la leche crece bien
produciendo una alta acidez del 2% o mds en 4cido
ldctico.

. Requiere calcio, 8cido pantoté&nico, niacina, ribo-
flavina, piridoxal o piridoxamina y magnesio en me-
dios nutricionalmente definidos,

» El Lactobacillus jugurti o Thermobacterium juqurt
de Orla-Jensen, ¢s un biotipo de esta especie que
difiere Gnicamente en no fermentar la maltosa.

. Etc.
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Lactobacillus casei

. Bacilos cortos o largos, generalmente menores de

=

1.5 milimicrones de ancho, a menudo con extremos
rectangulares y tendencia a formar cadenas. Flage-
los ausentes, no mbtiles.

Cuando se siembran las bacterias en agar lo sufi-
clentemente caliente para mantener su estado liqui-
do y luego se vacfa a cajas de petri, las colonias
en la profundidad son lisas, en forma de lente o
diamante, de color blanco o amarillo muy p&lido.
el crecimiento en caldo es de turbidez densa,

Y

El sorbitol y la sorbosa son normalmente fermenta-
dos. Fermentan lentamente la maltosa y la sucrosa,
aunque pueden seleccionarse algunag variantes que
no lo hagan. No act@an sobre el glicbgeno y el al
midén., -

Se produce &cido ldctico L(+) en excedente de 4cido
léctico D(-), como resultado, la rotacién 6ptica es
dextrorrotatoria.

La ribosa se fermenta con produccién de &cidos l&c-
tico y acético y sin produccifén de CO3; la induc~
cibén del crecimiento con 4% gluconato es répida y
abundante; no hay produccién de CO3.

Requiere riboflavina, 8cido f6lico, pantotenato de
calcio y niacina. Piridoxal o pirodoxamina se re-~
guieren o son estimulantes. No requiere tiamina,
vitamina B1p ni timidina,

Han sido aisladas de la leche, queso y productos
l4cteos, tres subespecies; que se diferencian entre
otras cosas, por lo siguiente:

Casei Alactosus | Rhamnosus
‘recimiento Aa
45°C Negativo Positivo Negativo
Fermentacibn
ie la lactosa Negativo Negativo Negativo
Fermentacifn
ie la ramanusa Positivo Positivo Positivo

Los tyes crecen a 1570 y a menude a temperaturas ba
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jas como 6°C,

. Por lo menos el 90% de las cepas de estas tres subs
tancias crecen a expensgas de la fermentaci6n del p1

ruvato; lo que no hace ninguno de los demds lactoba
cilos.

Lactobacillus plantarum

. Bacilos rectos con extremos redondeados, generalmen
te 0.9-1.2 milimicrones de ancho por 3-8 de largo,
ocurren en pares, individualmente o en cadenas cor-
tas.

» Mbviles, aunque comunmente sin flagelos; cepas con
flagelos perftricos han sido descritas.

. Anaerobios.

. Las colonias superficiales tienen aproximadamente 3
mm de ancho, sobresalientes, redondas, lisas, com-
pactas, blancas, ocasionalmente amarillo p&lido u
obscuro,

. Su crecimiento en caldo produce abundante turbidez.

Algunas cepas fermentan la arabinosa y algunas la
arabinosa y la xilosa; se conocen respectivamente
como L. arabinosus y L. pentosus.

. Producen dcido l&ctico DL.

. Crecen en gluconato con produccifn de €O, 1La ribo
sa se fermenta en 1 mol de 4cido l&ctico y otra mel
de Acido acético., La fermentacibn de otras pento-
sas conlleva a los mismos productos,

. Acidifica la leche con posible coagulacién; 0.3~
1,2% de acidez titulable producida,

. Crece a 15°C, generalmente no hay crecimiento a
45°C; 6ptimo usualmente a 30-35°C,

« Requiere pantotenato de calcio y niacina, No re-
quiaere tiamina, piridoxal o piridoximina, 8cido f6-
Iico, vitamina B12, tiamina o desoxirribdsidos; ge-
neralmente no requiere rihoflavina.

Lactobacillus curvatus

. Bacilos curvos en forma de frijol, con extremos rve-
dondeades; 0.7-0,.9 por 1.0-1,2 milimicrones; se pre
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senta en cadenas cortas o anillosg cerrados o gene~-
ralmente cuatro células forman el aspecto de herra-~
dura.

. No esporulados.

. Algunas cepas son mfviles al principio; la motili-
dad se pierde en subcultivo. No se ha descrito fla
gelaci6n.

. Generalmente sus colonias son algo ms pequeiias que
las de L. plantarum, aunque usualmente de la misma
apariencia.

. Homofermentativo., Se produce 4cido sin gas de la
glucosa; el &cido l4ctico DL es el principal produc
to.,

. Lactosa variable (41% positivo); la acidez en la le
che es variable (59% negativo).

. Crecimiento a 15°C; no crece a 45°C; rangd Gptimo:
30~37°C.

. Etc.

Lactobacillus fermentum

. Bacilos de tamano variable, usualmente cortos, 0.5~
1.0 por 3.0 o més milimicrones. Algunas veces en
pares o cadenas,

. Inm6viles.

. Colonias generalmente planas, circulares o irrequla
res hasta llegar a ser rugosas, a menudo transldci-
das. No pigmentadas, aunque algunas cepas producen
pigmentacién rojo-ocre.

. Heterofermentativos, Producen &cido y gas a partir
de la glucosa; crecen a expensas de 4% de gluconato
con copiosa produccién de COz. Fermentan la D-ribo
sa en fcidos liactico y acetico sin produccibn de
gas, Usualmente son fermentadas la galactosa, la
lactosa, melibiosa y rafinosa (96, 92 y 98% respec-
tivamente),

. Generalmente acidifican lentamente la leche o produ
cen poca acidez,

. Del 50% de carbono total de la glucosa se produce
cido léctico DL.

. Requieren pantotenato de calcilo, niacina y tiamina.
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No requieren riboflavina ni piridoxal ni &cido f61i
co,

. No hay crecimientc a3 15°C; crecen a 45°C; cepas als
ladas recientemente pueden tener una temperatura 6p
tima de crecimienuc & 41i-42°C.

Lactobacillus brevis

. Bacilos, generalmente cortos y rectos, 0.7-1.0 por
2.0-4.0 milimicrones, con extremos redondeados, ocu
rren individualmente o en cadenas cortas,

. Colonias generalmente rugosas o intermedias, planas
{en cuanto a superficie) pueden ser casi transltci-
das. Generalmente no pigmentadas; algunas cepas
pigmentan entre anaranjado y rojo.

. Heterofermentativos. No producen gas de la glucosa.

. Crecen a expensas de 4% de gluconato con copiosa
produccién de COp. Fermentan la D-ribosa en &cido
lictico y acético sin produccién de gas.

. AerSbicamente se produce acetato y COj a partir del
lactato; no hay formaci6bn de acetoina,

+ Produce poca o nula acidificacién de la leche.

. Del 50% del carbono total de la glucosa, produce

8cido léctico DL; otros productos principales son
el acetato, etanol y CO3.

» Nutricién compleja; requiere pantotenato de calcio,
niacina, tiamina y ficido f6lico; no requiere ribofla
vina, piridoxal ni vitamina Bj2.

. Hay crecimiento a 15°C, no crece a 45°C; Optimo al-
rededoy de 30°C,

Lactobhacillus buchneri

. ldéntico al L. brevis, excepto que L. buchneri fer-

menta la melesitosa y no requiere &cido félico.

2.8.4 Acidez Titulable

Inmediatanente despufs de ordenada, la leche tiene
una reaccibn un poco fcida. (44) Lo que habitualmente se co-
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noce como acidez de la leche, es el resultado de una valora-
cién (...) La acidez de valoracibn es la suma de cuatro

reacciones: Las tres primeras representan la acidez "natural"
de la leche {(...1):

1, Acidez debida a la casefna; alrededor de 2/5 de
la acidez natural.

2. Acidez debida a substancias minerales y a indi-
clios de &cidos orgénicos, igualmente 2/5 de la
acidez natural.

3, Redcciones secundarias debidas a los fosfatos;
sobre 1/5 de la acidez natural. Estas reacciohes
se han designado con el término “over-run",

4., Acildez "desarrollada", debida al &cido lActico y
a otros &cidos procedentes de la degradacién mi-
crobiana de la lactosa en las leches en vias de
alteracién.

La acidez natural de la leche equivale a 16 cc de so-
lucién normal (N/1) de hidr6xido de sodio por litro de leche,
(1) es decir, a 0,16 g%, Los limites pueden oscilar entre
0,13 a 0.17 g% o aGn mayores, dependiendo de la raza de gana-
do u otros factores de variacibén. (Ver: 2.8.6)

Inmediatamente después de ordeiada la leche, nunca
contiene mis de 0,002% de &cido l4ctico. Cualquier aumento
es debido al desdoblamiento de lactosa en Acido lictico. (44)
(Acidez desarrollada)

2.8.4.1 Medicibn de la acidez

Solamente existe un método, cuyo principio exponemos
a continuacifn y numerosos medios o sistemas de expresifn
(gramos®, °D, °5H, °T, etc,).

2.8.4,1.1 An&lisis volumétrico

(...) en el anflisig volumbtrico se aprovechan reac-
ciones cuantitativas que se verifican entre la substancia por
determinar y un reactivo cuya concentracibn se conoce exacta-
mente; del volumen empleado de este dltimo para la realiza-
ci6n de la reaccifn precisamente hasta su punto final, se cal
cula la cantidad de la substancia que se pretende valorar.
L.as reacciones que se aplican al andlisis volumétrico deben
ser conocidas con exactitud, para asf poder relacionar el pe-
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so de las substancias reaccionantes con el peso de los produc
tos de la reaccifn; pues aun cuando en este tipo de an&lisis
lo inmediato es la medici6n de volOmenes, directamente estén
relacionados estos con el peso de las substancias a que son
equivalentes, Este sistema analitico, debido a que los cdlcu
los se basan en los vol@menes de soluciones regueridos en ca-
da valoracibn, recibe el nombre de Andlisis Volumétrico o Vo~
lumetria. (42)

En los métodos volumétricos debe conocerse con exacti
tud el final de las reacciones; para ello se emplea en la ma-
yor parte de los casos substancias especiales llamadas "indi-
cadores", cuya misién es "advertir" cuando la reaccidn ha lle
gado a ser completa (...42). -

2.8.4.1.1.1 Soluciones valoradas

Las soluciones empleadas en volumetria y cuya concen-
tracifn debe ser conocida con tanta mayor exactitud cuantc me
jores resultados analfticos se desee obtener, reciben el nom-
bre de Soluciones Valoradas o Soluciones Tituladas (...42);
son de tres tipos: empiricas, molares o mnleculares y norma-
les. Brevemente diremos que las empiricas son las que pueden
tener mayor o menor cantidad de soluto con relaci6n al disol-
vente (por ejemplo, solucién de NaOH al 5%, 25%, etc.), lo
que quiere decir que en 100 ml de soluci6n (no del solvente)
hay 5, 25, etc. gramos de soluto y el resto, para completar
100 ml, son disolventes (generalmente agua destinada).

Las soluciones moleculares, son aguellas que en 1,000
ml de solucién {(no del disolvente) contienen una cantidad de
soluto en gramos igual al peso molecular de la substancia di-
puelta. Se les designa con la letra M con el denominador que
seflale la parte alfcuota que se ha tomado, Por ejemplo, una
solucifn molecular de NaoH contiene 40 gramos de NaOll en
1,000 ml de solucifn; y una solucién molar de H2804, contiene
98.0 gramos de soluto por litro.

NaOH HgSOdz
Na... peso atbmico = 23 ... peso atbmico - 1 x 2 = 2
O.... peso atbmico - 16 S5... peso atbmico - 32
H.... peso atbmico - ] O... peso atbmico = 16 x 4 = 64
40 98

Un mililitro de la sclucifin M/1 de NaoH contendr& 40/
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1000 = 0.040 g de NaOH; por otro lado, una solucién que en

un litro contiene 20 g de NaOH (la mitad del peso molecular),
es una solucibn M/2; si contiene 80 g (el doble) es una solu-
ci6n 2 M, etc. Lo mismo puede decirse de las proporciones pia
ra las soluciones del &cido sulflGrico, o cualquier otra,

Las soluciones normales, son aguellas que en 1,000 ml
de solucibn (no del disolvente), contienen el "peso equivalen
te gramo" de cualquier compuesto o elemento activo.

"Peso equivalente", "gramo equivalente" o simplemente
"equivalente", es la cantidad en gramos de la substancia, que
corresponde a un dtomo gramo de hidrbégeno. (42) Con ayuda de
los sigquientes ejemplos se comprende mejor:

® La solucifn normal de NaOH corresponde a la solu-
ci6n molar del ejemplo anterior, puesto que el com
puesto activo posee (nicamente un equivalente (un
tomo de H).

¢ La solucibn normal de H2S504 contendré su peso equi
valente gramo en 49 gramos:

Peso
. - Peso férmula gramo _ molecular _ 98
Equivalente = mare g T¥ ioni- 2 - T

zables x unidad
de férmula

dividimos entre dos, porque el mol de fcido sulfd-
rico tiene dos hidr8genos y dnicamente nos intere-
sa la cantidad en gramos que corresponde o equiva-
Je a un &tomo de hidrégeno.

La solucién normal de fcido sulffirico serf aquella
que en 1,000 ml de solucidn contenga 49 g de fcido
sulflrico; 1 ml de esta solucibn, llamada miliequi
valente, contendr§ proporcionalmente la mil&€sima
parte del compuesto, (0.049) una solucién 2N con-
tendrd 98 g; una solucibn N/2,24.5 g1 etec. (los mi
liequivalentes de estas soluciones serdn proporcio
nales).

® En el caso del carbonato de sodio (NaC03), los
dos ftomos de sodio “equivalen” a ftomos de hidrg
genoy es decir, sabemos gue en lugar ds ellus pue-~
den estar dos tomos de hidrfgeno para formar el
fcido carbfnico (H2C03), por ello, el peso molecu-~
lar de las férmulas NaCO3 = 106, HyCO3y = 62, se
divide entre dos para obtener los gramos del com-
puesto necesarlos para preparar la solucidn normal.
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Las definiciones de "peso equivalente" y de "normali-
dad", son esencialmente las mismas para todos los casos del
anilisis volumétrico; sin embargo, es mi4s f&cil comprender
sus aplicaciones trat8ndose de reacciones en las que los ele-
mentos no cambian de valencia, como son las reacciones de neu
tralizacién (...) En una reaccién volumétrica de neutraliza-
cibn, la reaccibn fundamental expresada tebricamente es: (42)

ut o+ oon” ———s 0,0

Ella indica que el peso equivalente del hidr6geno (1.008 g)
reacciona cuantitativamente neutralizando el peso equivalente
de un hidroxilo (17.008 g), para dar lugar a la formacibn de
una molécula de agua. En esta reaccibn el ion hidrégeno re-
presenta a un &cido monob&sico y el ion hidroxilo a una base
monovalente. (...42)

Esto es justamente lo que hacemos para medir la aci-
dez de la leche: una titulacién, para medir la capacidad to-
tal de neutralizacibn de la leche (acidez natural + acidez
desarrollada: 4cido l4ctico) frente a una base, el NaOH, en
presencia de fenolftalefna como indicador.

COOH
t
H~C~OH
t
CH3 NaOH
Acido l&ctico Hidréxido de sodio
(Acidez desarrollada) (Bage para la titulacién)

El peso molecular del fcido lActico (C3 HgO03) es 90 y
es también su peso equivalente porque s6lo el H del carboxilo
(-COOH) es ionizable; el peso molecular del hidr6xido de so-
dio es 40 segln vimos con anterioridad y corresponde también
a su peso equivalente., Bl peso equivalente del 8cido lfcti-
cot 90, reacciona exactamente con el peso equivalente de la
sosas 40, 651 se tiene una solucibn de fcido l&ctico que con-
tenga, por litro, 90 gramos de 4cido, esa solucibén de acuerdo
con la definicibn, es una solucibn normal; por otra parte,
una solucién de hidréxido de sodio con 40 gramos por litro,
es también una solucién normal; ambas son equivalentes entre
81, puesto que las cantidades de fcido y de hidr6xido son ca-
paces de reaccionar cuantitativamente, es decir, de neutrali-
zarse; al mezclarse entre si se obtendrén 2 litros de solu-
cibén neutra,
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Lo que se dice de un litro de cada solucibn puede de-
cirse de cualquier otro volumen y, en general, puede quedar
asentado que volGmenes iguales de dos o mds soluciones de la
misma normalidad, son equivalentes entre si; o bien, gue so-

luciones de la misma normalidad se equivalen volumen a volu~
men. (42)

El punto preciso en el que todos los jones de hidrége
no disponibles del &cido se han titulado, se conoce como pun-
to de equivalencia de la titulacibn. Por lo general, cuando
este punto es muy cercano, el analista agrega el reactivo muy
lentamente, gota a gota (o por fracciones de gota) hasta que
el indicador (fenolftalefna) sufre su cambio caracter{stico
de color. Cuando esto sucede, decimos que se ha llegado al
Eunto final debido a que ahf concluye la titulacién., Sin em-

argo, s6lo si el indicador produce este cambio de color en
el pH del punto de equivalencia, corresponderi el punto final
al de equivalencia. (26) En la leche estos puntos no se co-
rresponden; lo que en realidad se mide al hacer una determina
cién rutinaria de acidez, es la cantidad de 8lcali (NaOH) ne-
cesaria para alcanzar el pH 8.3, que es el punto donde vira
la fenolftalefna, de incolora a rosa {(mientras m&s "acidez"
haya en la leche, mayor cantidad de NaOH se requerird para
neutralizar y luego alcalinizar el medio hasta pH 8.3 donde
termina la titulacibn); esto es, la determinacién o medida de
la capacidad buffer o tampén de la leche, mas no el &cido lic
tico en sf. Recufrdese que la acidez de valoracién de la le-
che es la suma de varias reacciones, sin embarqgo, después de
titular, la acidez de la leche se expresa como fcido l&ctico.

2,8,4,2 Sistemas de expresién
2,.8.4,2,1 Gramos de 8cido ldctico

En México, la titulacibn se realiza con sosa al 0.1 Nj
es decir que si con 40 g de NaOl se prepara un litro de solu-
cién normal, con 4 g/litro se obtiene una soluci6n 0.1 N; es-~
ta solucibn se deposita en un aparato llamado acidimetro o en
una bhureta automftica y se miden los mililitros empleados en
la titulacién; si en un litro de solucidn hay 4 g, en un mili
litro habrf 0.004 g (es el miliequivalente: meq); cada ml de”
esta solucibn de sosa neutraliza volumen a volumen una solu
cién de fcido de la misma hormalidad (0.1 N): 90 g de dcido
18ctico en un litro de solucién corresponden a la solucién
normal; 9 g se requieren para preparar la solucibn 0.1 N y un
ml contendrd el meq de la soluci€n (0,009) de fcido l&ctico,
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Razonando, podemos declr gue 1 ml de sosa 0.1 N
(0.004 g) neutraliza 0.009 g de 4cido contenidos en 1 ml de
una solucién de 4cido l&ctico 0.1 N; al multiplicar el nlmero
de ml de NaOH empleados en una titulacifn (hasta el vire del
indicador) por 0,009 se obtienen los gramos de &cido neutrali
zados,

Por ejemplo, sl se emplean 1.4 ml de la soluci6n de
sosa de una bureta, guiere decilr gue se neutralizaron en la
leche 1.4 x 0.009 = 0.0126 g de dcido l&ctico.

En Méxilco, la acidez de la leche se expresa en gramos
% de &cido l&ctico; se emplea NaOH 0.1 N y se titulan 9 ml de
leche, El indicador es la fenolftaleina.

Conociendo la normalidad y el volumen de la solucidn
empleada en la titulaci6n, puede determinarse el porciento de
una substancia, conociendo el peso de la muestra analizada y
el meq de una solucidn normal de dicha substancia:

Tomando el ejemplo anteriox:

o Utilizacidn de 1.4 ml de una solucién de NaOH 0.1
N

Muestra = 9 ml (9 g)
Meq de una solucién pormal de 8cido ldctico = 0.09

Primero debe multiplicarse el volumen de la base (1.4
ml de NaOH) por su normalidad (0.l) para obtener mililitros

normales (de otro modo los 1.4 ml no especifican la normali-
dad, podrfa ser 0.5, 1, 2, etc.)

1.4 x 0.1 = 0,14

be este modo, el 0.14 corresponde volumen a volumen
con otra cantidad iqgual de 8cido 18ctico 1 N, de ahf que ui
conocemos el meq de la solucién normal del Lcido, podemos ob-
tener el nfimero de gramos presentes en los 9 ml de la muestra
de leche:

0.14 x meq (0,09) = 0,0126 gramos

Lhora, establecemos una regla de tres, para obtener el porecen
taje: 8i en 9 ml hay 0.0126 g
en 100 ml habrd %

U.U{gg x 100y e

}
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Como esta operacifn es pricticamente la inversa de la
multiplicaci6én anterior, queda demostrado que al emplear 9 g
(ml) de muestra se facilitan enormemente los cdlculos. Por
ello el nGmero de décimas de mililitro de NaOH empleadas en
la titulacibn, se consideran directamente los g% de acidez ex
presada como 4cido l&ctico. -

Segfin la escala del aparato en que se haga la lectura,
puede ser 1.4 ml o directamente 0,14 g%,

Cuando el n@imero de mililitros (no de décimas) se da
directamente como gramos de Aacido l&ctico, corresponde a gra-
mos/litro. Asf, una lectura de 1.4 ml de NaOH 0.1 N puede ex
presarse o reportarse como acidez en 8cido l&ctico: 1.4 g/li-
tro 6 0.14 g%,

La determinacidén del porcentaje puede resumirse me-
diante la siguiente f6rmula:

meq x ml x N x 100 _
P

13
en la ques

meq = miliequivalente de una solucién normal de la substancia
que se determina

ml = volumen empleado en la titulacién
N = normalidad de la solucibn usada
P = peso de la muestra en gramos

Substituyendo se tiene:

.09 x 1.4 x 0.1 x 100
0.09 x & x = 0.14 g%

Por otro lado, los 9 ml pueden obtenerse mediante el
siguiente razonamiento: ¢Cufil deberf ser el peso (nlmero de
nl) de la muestra de leche para que al titular con Naoll 0.1
N, cada décima de mililitro corrcesponda al 1% de acidez de la
muestra expresada como fdcido llctico?

De la f6rmula general para determinar el porciento;

meq x ml x N 100 _
P

se despeja el peso P y se substituyen los valores
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meq = 0.09
ml = 0.1
N = 0.1

£ = 0,01

p = Meg x ml x N x 100
- )

0.09 x 0.1 x 0.1 x 100

Po= 0,01

P=9,0ml (gramos)

Por ello, en el caso de que el volumen de muestra uti
lizado en una titulacidén no fuera de 9 ml puede emplearse la
férmula:

ml de NaOH x 0.1 N x 0.09 1

g% = g de muestra

00

Hay casos en que es mds c6bmodo elegir el peso de la
muestra, generalmente un nimero sencillo, y calcular la con-
¢centracién que deberd tener la solucibn, a fin de que cada mi
lilitro de ella guarde una relacién sencilla con el porciento
del componente que se cuantea, (42)

Esto es precisamente lo que ocurre con los otros sis-
temas de expresifn: °D grados Dornic, °SH grados Shoxlet-Hen-
kel, u otros.

2.8.4.4.2.2 Grados Dornic (°D)

En este caso se eligieron 10 ml de muestra; entonces,
¢Qué concentracibn deberf darse a la solucién de NaOH, para
que al titular, cada décima de dicha solucién empleada, co-
rresponda a un grado Dornic?

En la f6rmula general:

g = Meq X m11¥ N x 100

Despejamos N y substituimos meq = 0.09, ml = 0.1, % = 0.01,
P = 10

¥ xP
N = feq % Wl %166



0.01 x 10

N = 9709 x 0.1 x 100

_ 0.1 _
N-—--—:—g--o.ll

o

Por ello, la definici6én de un grado Dornic expresa:

Grado Dornic (°D): ntmero de décimas de ml de sosa
N/9 necesarios para neutralizar 10 ml de leche.

N/9 = normalidad 1/9 = 0.1l

Por lo que la solucidn de NaUF en este caso contendré
40 (1/9) = 4.4 g en un litro (que neutralizan, volumen a volu
men, una solucidn de dcido lactico N/9, es decir, a 10 g de
&cido léctico (90/9) por litro de solucibn).

2.8.4.2.3 Grados Soxhlet-Henkel (°SH)

NGmero de mililitros de sosa N/4 necesarios para neu-
tralizar 100 ml de leche.

Al escoger 100 ml de leche, la cantidad de sosa a uti
lizar es mucho mayor, por ello se habla de mililitros en lu-
gar de décimas de ml; adems, la concentracién de sosa es tam
bién més alta (ver inciso siguiente). (En la préctica, la va
loracidén se hace habitualmente sobre 50 cc) -

Otros. Grados Thorner: nimero de décimas de ml de sosa N/10
necesarios para neutralizar 10 ml de leche.

2,8,4,.2.4 FPquivalencia de los sistemas de expresifn

Los sistemas de expreslén en gramos y en °D son equi-
valentes entre sf; al variar la cantidad de muestra, varfa
también la normalidad de la sosa:

Sistema Normalidad ml Cantidad
Expresi6n  Sosa empleados muestra
1°D 0,11 6.1 10 ml

1 g% 0.1 0.1 9 ml
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51 substituimos estos datos en la f6rmula general y
despejamos la inc6bgnita (ml empleados en cada caso para obte-
ner la unidad de expresién: 1°D 6 1 g%), estableceremos la
equivalencia:

. Meg x ml x N x 100

P
-~ P x %
ml o= e X N % 100
Substituyendo:
Grados Dornic Gramos porciento
meq = 0.09 meq = 0.09
N = 0,11 N = 0.1
P =10 P =29
10 x 0.01 . 9 x 0.01
0.09 x 0.11 x 100 0.09 x 0.1 x 100
001 o 0.09
0.99 0.90
0.10 = 0,10

(Se emplea una décima de ml por °D o gramo %, aungue varfen
normalidad de la sosa y ml de muestra).

L.a diferencia reside en ¢l gsistema de expresifén; para
convertir °D a yramos de 8cido l8ctico se procede a dividir
Ejemplos una lectura de 1.4 ml en la bureta o en el acidfme-
tro, equivalen a 14 décimas y por lo tanto a 14°D,

w;%«a gq/litro %% = 1,4 g/litro
‘D 14 P
*1‘66 - q/l()O (g %) ‘i"ﬁb‘ - 0,1 g

(La operaci6n inversa conduce a los °D: 0.14 x 100 =
14¢D).

La equivalencia de cada grado Dornic en gramos de &ci
do l&ctico y ml de leche es la siguiente:
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L] [+]
T% = g/litro; para la unidad %ﬂ? = 0,1 g/litro

es declr, que cada grado Dornic equivale a 0.1 gramos de fci-
do léctico por litro de leche; o bien:
1°D = 0.1 g en 1000 ml

0.01 g en 100 ml
0.001 g en 10 ml
0.0001 g en 1 ml de leche

Los grados Soxhlet~Henkel (°SH), utilizados en Alema-
nia y en Suiza no son equivalente a los sistemas anteriores,
debido a que no toman el dcido l&ctico como referencia,

Este concepto es mis 1l6glco que el precedente; de una
parte, porque la leche fresca no contiene 8cido léctico, de
otra porque aun cuando en la leche exista una acidez desarro-
llada, la valoracién no mide la cantidad de &dcido lictico for
mada. (1)

Si suponemos que los grados SH toman como referencia
al 4cido lé&ctico y consideramos la normalidad de la sosa, al
multiplicar el meq del 4cido l&ctico 0.09 x 0.25 (normalidad
de la sosa empleada) y finalmente por 100 ml de muestra, obte
nemos que cada °SH equivale a 2.25°D,

0.09 x 0,25 x 100 = 2,25
Para cualquier conversidn:

(No. de °SH) x 2.25 = °D
100

= g% de 8cido léctico

2.8,% Téenica de Titulacidn

Cuando se determina la acidez titulable de la leche,
no 86lo ge determinan los hidrogeniones infcialmente presen-
tes como tales, sino también los potenciales que se disocian
durante la titulacién con hidréxido de sodio. (13)

2.8.5.1 hparatos y equipo

. hcidimetro de Kimble o hureta graduada en 0.1 ml y
Soporte Universal.
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2.8.5.2 Materiales y reactivos

. Pipeta volumétrica de 9 ml

. Cépsula de porcelana blanca o vaso de precipitado
de aproximadamente 50 ml

. Hidré6xido de sodio 0.1 N preparado segln se indica
en el anexo al final de este capitulo.

. Indicador de fenolftaleina (disolver 5 g de fenolf-
talefna en 375 ml de alcohol etflico de 95% y di-
luir con agua destilada hasta 500 ml., Neutralizar
con NaOH 0.1 N hasta color rosado incipiente; 44).

2.8.5,3 Procedimiento

Con la pipeta volumétrica se miden 9 ml de leche y se
depositan en el vaso de precipitado, al que se afiaden de 4 a
5 gotas del indicador de fenolftalefna. Se titula con hidré-
xido de sodio 0.1 N hasta que aparezca un color rosado, el
cual deberi persistir durante 10-15 segundos en presencia de
agitaciébn.

2,8.5.4 C8lculos y resultados

El nfmero de décimas de ml de NaOH 0.1 N gastadas (la
lectura debe hacerse en la parte inferior del menisco; 48) se
seflalan directamente como °D o se¢ dividen entre 100 para ex-
presar la acidez en g% (ver 2.8.4,2.4),

Cuando el volumen de leche titulado no corresponde a
los 9 ml de la técnica, aplicar la férmula citada en 2.8.4.2.1,

2.8.5.5 Causas de error

La medicién de la acidez parece ser muy fdcil, pero
también puede ser de gran imprecisién, en raz6bn de varias cau
838 de error debidas a la opacidad de la leche: (1)

a) La cantidad de indicador influye mucho; se puede
comprobar una diferencia de 3°D (0.3 ml de Naol
N/9) empleando una gota solamente (19°D) o 10 go-
tas (16°D) de solucién de indicador. Fs preciso
utilizar siempre la misma cantidad, por eijemplo,
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0.1 cc de solucibn de fenolftalefna al 1% en al-
cohol de 95° (y no contar las gotas).

b) El punto final de valoracibn no es un momento pre

ciso porque depende de la agudeza visual del ope-
rador.

2.8.6 Varilaciones de la Acidez

La acidez de la leche puede variar por mdltiples cau-
sas, siendo las mis importantes: (44)

La proliferacifn bacteriana (fermentaci®n de la lac-
tosa) por deficiente refrigeracibn; el estado de lactancia
del animal (el calostro tiene acidez muy elevada); salud del
animal (la mamitis, por ejemplo, baja la acidez) (ver: 2.1.4);
las adulteraciones (aguado y neutralizacidén); raza de ganado
(en general, la leche que proviene de razas altamente produc-
toras de grasa, tendr8 acidez mayor, por su elevado contenido
de s6lidos no grasos y, en particular, casefna y fosfatos).

Aunque la acidez representa una suma, en la que ningu
no de los componentes se conocen con exactitud (acidez natu-
ral, reacclones secundarias y acidez desarrollada), es el va-
lor de la acidez desarrollada lo que en la pr&ctica nos inte-
resa, y para ello suele ser suficiente la valoracién acidimé-
trica, a pesar de las reservas que se le puedan hacer.

2.9 PRUEBA DEL ALCOHOL O DE ESTABILIDAD
FISICOQUIMICA

Esta prueba, de muy alto valor prictico y fécil ejecu
cién, es eficiente para obtener una répida orientaci6n de al<
gunas alteraciones de la leche y para prever la coagulabili-
dad de la misma por efecto del calor, es decir, su estabili-
dad frente a los tratamientos térmicos,

(..%) tebricamente, el mejor método para probar la le
che seria sujetarla a la m&xima temperatura a que se someterd
en la esterilizacibn, pero el procedimiento es muy largo y po
co préctico, por lo cual, no se podrfa usar en forma rutina-
ria. (44)

En la pr&ctica resulta mis rfpida y simple la prueba
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del alcohol, cuyo fundamento consiste, segln Pien (citado por
44) en que cuando un volumen dado de alcohol etflico se mez-
cla con la leche, provoca una deshidratacién parcial de cier-
tos coloides hidr&6filos, desnaturalizdndolos, y al causar un
estado de desequilibrio entre sus dos fases discontinuas
(emulsibn grasa y suspensibn coloidal), floculan. Este cam-
bio s86lo se produce cuando la mezcla final alcanza un clerto
contenido de alcohol, abajo del cual, la leche t&rmicamente
estable no floculard. En esta prueba, el alcohol activa el
poder precipitante del 4cido l4ctico.

Esta prueba contribuye también a descubrir las leches
anormales, por ejemplo, el calostro, la leche del final de
lactacibn o la leche cuyo contenido mineral se ha alterado
(contenido elevado de calcio ifnico; 1), de suerte que resul-
ta mids coagulable que la leche normal.

Las leches normales son en general estables al alco-
hol, por tanto, no habri floculacién, pero las leches anorma-
les, entre las que incluimos también las leches acidificadas,
con halance salino incorrecto, con exceso de albtimina ya sea
por causas patolSgicas (mastitis) o fisiolégicas (calostro),
ser&n inestables al alcohol y flocularén. (44, 91, 48)

El desarrollo de un 0,06 a 0.08% de acidez o un total
de unos 0.20% de acidez valorable en la leche hace que la ca-
sefna se vuelva inestable. (91)

Normalmente existe una correlacifn entre la acidez de
la leche y la prueba del alcohol, pero algunas veces 8sta es

interferida por el contenido de sales de la leche en prueba.
(48)

2,9,1 Materiales y Reactivos

. Dos pipetas de % ml

. Tubo de ensayo

. Gradilla para tubos de ensayo

. Alcohol etflico de 68% (peso especf{fico de 0,895 a
15.5°C; 24), preparado como sigue; diluiy hasta 100
ce con agua destilada 72 ce de alcohol et{lico neu-

tralizado de 9%5°. (48) (Ver: 2.9.3 Preparacidn de
hlcoholes)
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2.9.2 Procedimiento

Se mezclan simultdneamente en el tubo de ensayo, igua
les volimenes de leche cruda y alcohol etilico de 68% (2 mi
por ejemplo). Esto se facilita mucho si se emplean tubos mar
cados; se agita sin calentar. Tanto la leche como el alcohol
deben tener una temperatura de unos 16 a 25°C. Se observa si
hay floculacién, de preferencia virtiendo el contenido del tu
bo sobre una superficie obscura. En caso de observar flocula
cién la leche no permanecerd estable al calentamiento y su
grado de inestabilidad estard directamente relacionado al ta-
naio y nGmero de las particulas coaguladas. (44) Los cofqu-
los grandes suelen revelar que la leche tiene una acidez que
rebasa del 0.20% y otras circunstancias anormales.

2.9.3 Preparacién de Alcoholes

Los contenidos alcoh8licos se entienden como referi-
dos en la escala Guy Lussac, o sea, alcohol por ciento en vo-
lumen a 15°C, siendo la abreviacién GL.

Normas para dilucién (47):

Cuando se quiere obtener un alcohol de un porcentaje
determinado, partiendo de otro de porcentaje superior, se
aplican las reglas siguientes:

En volumen. Se designa el porcentaje en volumen del
alcohol més fuerte por V y el mds débhil por v.

Regla, BSe mezclan v volGmenes del alcohol mds fuerte
con agua destilada hasta hacer V volfmenes del producto. &e
deja en reposo la mezcla hasta que se haya producido la con-
traccién®* y hasta que se haya enfriado; después se repone la
defciencia hasta V volGmenes afiadiendo més agua destilada.
Al mezeYar vollmenes iguales de alcohol y agua, se produce
una elevacién de la temperatura y una contraccifn del 3% en
volumen. Cuando se opera en pequepas cantidades la contrac-
cibn carece de importancia, pero no asf en cantidades gran-
df’ls .

Ejemplogs & partir de un alcohol de 96° (comercial), prepa-
rar un aleohol de 68° (para la prueba del alcohol, inciso
2.9), y otro de 6%° (prueba de neutralizantes, inciso 2.6)

Vo= 96 ; v = &8 ; v - 65



Se toman:

68 ml de alcohol de 96
28 ml de agua destilada

= 96 ml de alcohol de 68

Por regla de tres:

Grados ml alcohol
96 100
68 X

70.8 ml de alcohol de 96
29.2 ml de agua destilada

65 ml del mismo alcohol
31 ml de agua destilada
= 96 ml de alcohol de 65

Grados ml alcohol
96 100
65 X

. 6500 _
x*—gg—"67v7

67.7 ml de alcohol de 96
32.3 ml de agua destilada

100.0 ml de alcohol de 68

100.0 ml de alcohol de 65
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ANEXQ
Preparacién y Titulacifén de la Solucidén de NaOH 0,1 N

4 g/1 de NaOH corresponden a una solucibén 0.1 N
(2.8.4.1.1.1); sin embargo, la sosa es muy higroscépica y por
ello conviene considerar la humedad que absorberd del ambien-
te del laboratorio al momento de pesarla.

Es preferible pesar 4.25 g/l y disolverlos en agua a
20°Cl

Para comprobar si la soluci6én est& al 0.1 N deseado,
debe titularse con un 8cido (clorhidrico, sulffrico, etc.} de
la misma normalidad y con ayuda de un indicador (fenolftalef~-
na) para conocer el momento en que, al producirse el vire de
color, la titulacibén llega a su punto final.

La titulacién se realiza 24 horas después de prepara-
da la solucién.

En una bureta autom8tica fija a un soporte universal,
se hace pasar agua destilada tres veces en el interior con el
objeto de lavarla perfectamente; después se hace pasar tres
veces solucién de sosa (el volumen utilizado en el lavado de-
be restarse a los 1,000 ml o mis de solucién preparada y te-
nerlo presente en el momento de los célculos).

En un vaso de precipitado se depositan, extrafdos de

una bureta automética, 10 ml de &cido 0.1 N para efectuar la
titulacién,

Puede utilizarse 8cido clorhfdrico 0.1 N preparado co
mexrcialmente, o bien, preparar una solucién 0,1 N de 4cido
sulfdrico o clorhfdrico en el laboratorio. Por ejemplo, pre-
paremos una solucibn 0,1 N de 8cido sulfdrico a partir de una
golucién comercial:

. Sabemos que el peso molecular del Bcido sulflrico
es 98, Una solucibn molecular requiere 98 g/); pero dada la
valencia activa (H), una solucibn normal se prepara con 49
g/l (98/2); una soluciép 0.1 N requiere entonces 4.9 g/l.

. Debe determinarsce en qué volumen de la solucifn co-
mercial estén contenidos los 4,9 g requeridos; si la solucidn
tiene por ejemplo, una densidad de 1,840 y una pureza de 95+
98%, se proceds de la siguiente formas
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Si de una solucidén con 95-98% de pureza se requieren
2.663 ml, ¢culntos ml se requerirdn de una solucién 100% pu-
ra?

2,663 ml... 95

X ml... 100 X=2.8ml

Si la solucidn es 98% pura, X = 2.71 ml

. A esta cantidad se le adiciona agua hasta completar
un litro, con lo que se obtiene la solucién 0.1 N. Se llena
una bureta automidtica (tres lavados con agua y tres con la so
lucién de &cido) y se extraen los 10 ml en el vaso de precipi
tado, se agregan 3 a 4 gotas del indicador de fenolftalefna
(preparado segin 2.8.5.2) y se procede a titular.

Pueden ocurrir tres posibilidades al titular:

a) Solucibn titulada. Cuando hay correspondencia vo-
lumen a volumen; 10 ml exactamente de sosa hacen virar el in-
dicador a rosa salmén fijo durante unos segundos en presencia
de agitacién, al reaccionar con los 10 ml exactamente de la
solucién 0.1 N de 4cido,

b) La solucibn de sosa est& muy concentrada. Por
ejenplo, 9,8 ml hacen virar el indicador con los 10 ml de &ci
do, La solucién debe diluirse: la cantidad de aqua a adicio-
nar se calcula conociendo el exceso de concentracién por ml.

Sabemog que en 1 ml de solucidn de &cido, sulfdrico,
por ejemplo, tepnemos ¢l miliequivalente de una solucidén 0.1 N,
es decir, 0,0049 g/mly en 10 ml hay 0.049 g, los cuales debe-
rfan neutralizarse, volumen a volumen, con 0.040 g de sosa
contenidos en 10 ml de la solucién 0.1 N, 5in embargo, esta
cantidad de sosa (0,040) se encuentra en 9.8 ml en lugar de
10 ml {por ello se produce el vire de color al llegar a 9.8
ml de sosa utilizada en la titulacién); lo gue quiere decir
que cada mililitro de solucién contiene 0,00408 g (0.040/9.8)
en lugar de 0.00400 g (0.040/10) de sosa,

La diferencia en ml, para que las soluciones se co-

" -
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rrespondan volumen a volumen es de 0.2 (10-9.8 ml), lo que
qulere decir que repartidos entre los 9.8 ml, a cada ml de
la solucién de sosa le faltan 0.02 ml de agua (0.2/9.8).

Esta cantidad debe multiplicarse por el volumen de so
lucién preparada. Ejemplo: se prepararon 1,000 ml, menos 200
ml empleados para lavar la bureta, quedan 800 ml de solucién
de sosa; entonces la cantidad de agua a adiclonar serd 800 x
0.02 ml = 16. El nuevo volumen de 816 ml vuelve a agitarse
perfectamente y a titularse hasta que se obtenga la correspon
dencia de volumen entre las soluciones.

@) La solucifn de sosa estd muy diluida. Falta sosa
para aumentar la concentracibn,

Ejemplo. Para hacer virar el indicador en el vaso
que contiene 10 ml exactos de la solucién de &cido 0.1 N, se
requirieron 10.2 ml de solucién de sosa 0.1 N; lo que quilere
decir que en cada ml de solucién de Scido la cantidad es co-
rrecta (0.0049 g), pero en la solucifn de sosa, cada ml tiene
menor cantidad de la que le corresponde, es decir, 0.00392
{0.040/10,2) en lugar de 0,0040 g {(0.040/10).

La diferencia, 0.00008 g es la cantidad de sosa que
le falta a cada ml de la solucifn preparada.

Esta cantidad se multiplica por los ml de sosa prepa-
rados, ejemplo: 800 ml, y se obtienen los gramos que corres-
ponde agregar (800 x 0.00008 = 0.064 g 6 64 miligramos) de so
sa, §5in embargo, debe considerarse nuevamente la higroscopfia

de la sosa y adicionar, conforme a la experiencia, 6-7% més
de sosa.

Después de agregar la sosa, se agita y titula nueva-
mente hasta obtener la correspondencia exacta de volumen en-
tre las soluciones,
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La actividad humana ligada a la elaboracién de queso
se pierde en la historia. Numerosas variedades, aparecidas
en casl todas partes del mundo, se conservan por sus mejores
cualidades como tradici6n cultural y deleite insuperable.

Los progresos clentfficos han evolucionado las técni-
cas rlGsticas de elaboracién, pero siempre respetuosos de las
caracteristicas esenciales del queso, para no dar lugar a
una nueva variedad, producto de la tecnologfa. Por ello, el
procedimiento industrial (cientf{fico) y el r@stico (empfri-
co) se confunden en su esencia para llegar al mismo produc-
to: Queso Oaxaca.

La descripcién del procedimiento industrial (por breve
que @ésta sea), es siempre mis extensa que la del rGstico; pre
cisamente su car&cter técnico exige mayor profundidad y exac-
titud en algunos puntos, lo que aprovecharemos para compren-
der mejor el procedimiento rGstico y no ser repetitivos en su
descripcién,

3.1 PROCEDIMIENTO INDUSTRIAL

3.1.1 Depuracién de la Leche

hntes de aplicar cualquier tratamiento, hay que elimi-
nar todas las impurezas que pudieran encontrarse en la leche;
varios procedimientos fisicos se emplean para depurarla, sien
do la filtraci6n unc de los més comunes.

La filtracién debe realizarse en la fébrica como prime
ra operacién de los procedimientos de industrializacidn,

Sin embargo, no es comn que la leche se industrialice
inmediatamente después de ordefiada; durante el tiegmpo que me-
dia para ello, la leche se¢ almacena, refrigera, transporta,
etc, pudiendo aumentarse, cn muchos casos, la carga microbia-
na inicial; por ello, cuando la ordefna se realiza en condicio
nes de limpieza insuficientes y se gabe gque el tiempo y mani-
pulaciones siguientes comprometen la calidad de la leche, mu-
chos aulores aconsejan filtrarla immediatamente después de la
ordena .,
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La filtraci6én de la leche puede limitar "los danos",
pero en ningln caso corrige los defectos de un ordefio mal
realizado. Tiene como finalidad eliminar las impurezas visi-
bles; pelos, particulas de excrementos, particulas vegetales
y polvo, que caen en los recipientes durante el ordefio o que
ya se encuentran en ellos. (1)

La filtraci6n, por muy cuidadosa que sea, no elimina
en 1o m&s minimo los microbilos diseminados en la leche, Al
contrario, el paso del lfquido a través de la superficie del
tamiz, recubierta rdpidamente de una capa de impurezas, con-
duce a menudo al aumento del ntGmero de gérmenes (...) Por
otro lado, se comprueba, sobre todo cuando la filtracién se
repite muchas veces, que los aglomerados microbianos, los
fragmentos de excrementos, se disgregan y contribuyen de este
modo a aumentar aun mis la carga microbiana de la leche. Fi-
nalmente, el filtro constituye frecuentemente una fuente de
contaminacifén en razbn de las dificultades de desinfeccibn.
(89)

La leche puede someterse a filtracibn, seglin los dis-
tintos criterios: a) antes de llegar a la planta: en algunas
méquinas ordefadoras o después de la ordeha, y b) en la plan-
ta procesadora: como depuracién de la leche; durante el descre
mado y/o estandarizacién; o por filtros que forman parte de
los pasteurizadores., Esto se debe a que la filtracién es més
r&pida en calor gque en frio; la operacidén se realiza después
de un precalentamiento a 40-45°C en un calentador o en el in-
tercambiader de calor del pasteurizador (los mirgenes de tem-
peratura mds convenientes para la filtracién son de 32 a 60°C;
54)

En la planta, la depuracifn de la leche puede realizar

o Fmpleando filtros de diferentes tejidos y de grosor
variable (celulosa, nylon, etc.) perfectamente este
rilizados y colocados generalmente sobre los reci-
plentes de las bdAsculas en la recepcién,

Fmpleando tamices met&licos de malla tupida, fil-
tros de algodbn comprimido, de tejidos de nylon,

ete, de preferencia desechables o que se emplean

por pares para no interrumpir el trabajo mientras
uno de ellos se higieniza,

® Empleo de fuerza centrffuga. Clarificaci6n.

La depuracién centrifuya pernite, contrariamente a la
filtraci6n, un trabajo regular y continuo., La eliminacifn de
las fipurezas es mis completa; (#%) separa partfculas de has-
ta 4-5 micras de difmetro. {(76)



147

La clarificadora, clarificador o higienizadora, es
la mdquina empleada para aplicar fuerza centrffuga a la leche
y por medio de aquella, eliminar de é&sta las particulas extra
flas que llevara, (43) tales como leucocitos, eritrocitos, pe~
los, etc. que tienen mayor peso especifico que la leche y se
desplazan hacia la periferia en el momento de la centrifuga-
cibn y se separan de la leche,

Las clarificadoras son semejantes, en construccién
y principio a las desnatadoras (ver inciso siguiente). La
clarificacién puede aplicarse indistintamente a la leche ca-
liente o a la frfa, pero se considera generalmente gque se ob-
tienen los mejores resultados entre los 32-48" C. (54)

En las clarificadoras la leche se hace girar en el
interior de la m&quina (con platillos o sin ellos) entre
3,000 y 4,000 rpm o mis y las impurezas forman un lodo gris&-
ceo que se acumula en las paredes del tambor giratorio.

Como las descremadoras, las depuradoras centrifugas
comprenden tres tipos: abiertas, semicerradas y herméticas.
Las dos Gltimas evitan la producci6n de espuma en la leche de
purada. Los aparatos herméticos, al trabajar enteramente al
abrigo del aire, no empobrecen la leche en gas carbfnico y le
permiten conservar su estabilidad fisicoquimica. (89) (La pér

dida de gas carbbnico altera el equilibrio de las sales mine-
rales)

El mantenimiento e higienizacidén de estas miquinas
debe ser muy cuidadoso; algunos disefios recientes de los cla-
rificadores permiten la eliminacifn continua de la suciedad
durante la operacién. Esto elimina la necesidad de parar la
miquina a fin de abrir la cuba para eliminar este material.
(91) El barro o lodo debe destruirse debido a su enorme ri-
queza microbiana. La destruccifén puede consistir en su com-
bustién o el empleo de lejfa de sosa concentrada y vapor.

La depuracidn centrifuga presenta algunos inconve-
nientest

La clarificacifn, sostienen los que no son partida-
rios de ella, destruye la linea de crema.

En realidad, la linea de crema 5 se afecta, aungque
ligeramente, y el grado de destruccifn de esta propiedad, de-
pende de la temperatura a que se someta la leche al clarifi-
carla (entre 34-36° al descenso del volumen de crema es casi
imperceptible); sin embargo, la filtracién tiepe un efecto si
milar, (43)
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Como la intensa acci6n mecdnica desmembra las grandes
colonias microbianas y las pequenas o los g&rmenes aislados
resultantes no muestran una gran capacidad de desarrollo, la
leche purificada de esta forma debe esterilizarse inmediata~
mente. (78)

Respecto a que la leche clarificada da, en algunos
casos, cuentas bacterianas md&s altas, si es posible; no quie-
re decirse que el proceso en sfI aumente el nfimero total de
gérmenes, pero lo que si puede ocurrir, es que al desintegrar
se una partfcula grande en otras mi&s pequefias, al hacerse una
siembra en placa, cada subpartfcula daréd origen a una colo-
nia; entonces si puede dar una cuenta de colonias mayor, aun-

que el nGmero actual de gérmenes en la leche sea mucho menor,
(43)

Ademds, cuando se aplica a leches un poco &cidas pue~-
de provocarse una disminucién del extracto seco. La caseina
coagulada puede ser retenida, en el recipiente, junto con losg
lodos. (89)

3.1.2 Estandarizaci6én de la Leche

La elaboracifn de queso tipo Oaxaca, requiere leche
con alto contenido de materia grasa; esto se debe a las carac
terfsticas del proceso de fabricaci6n., Parte de la grasa con
tenida en la cuajada se separa durante el malaxado, por ello
es necesario partir de leche entera.

En 1976, la leche con un contenido minimo de 32 g/lt
de grasa propia de la leche (Método Gerber; 82), se considera
ba entera., Dlosteriormente, en abril de 1978 un decreto (82)
reforma la fraccién Il del articulo 14 del Reglamento para el
Control Sanitario de la Leche, (82) considerando, en tercer
lugar, "que upa reducci6n de 32 a 30 gramos por mil de la gra
sa propia de la leche, no es relevante ni incide en la nutri-
ci6n, pero si permitird el autoabastecimiento de la misma,
agf como una inmportante reduccién de los gastos de importa-
¢i6n de dicha grasa(...)".

La elaboraci6n de gueso tipo Qaxaca requiere una le-
che con un porcentaje graso ligeramente inferior a los 30 9/1t
de la leche considerada entera, pero definitivamente mucho
menor que el contenido graso promedio de leches de composi-
cién normal, considerado entre 34 y 45 y/lt (inciso 2.2.4),
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por ello us necesario normalizar la leche extrayéndole la
grasa adicional.

La estandarizaci6n consiste, como su nombre lo indi-
ca, en uniformizar el producto, en este caso uno de sus compo
nentes: la grasa. (43) Esto puede lograrse mediante el em-
pleo de mAquinas descremadoras o estandarizadoras.

3.1.2.1 Descremadoras o desnatadoras

Tamhbién llamadas separadoras, son miquinas que basa-
das en el principio de la fuerza centrifuga, permiten obtener
la nata ocrema por un lado y la leche descremada, desnatada o
magra por otro. Ia estandarizacifn se consigue mezclando nue
vamente los dos componentes en proporcién adecuada. -

Desnatado de la leche. Fundamentos tedricos

La emulsifn de grasa en agua es la parte mis inesta-
ble del sistema polidisperso constituido por la leche, porque
se trata de una suspensifén y porque la densidad de la grasa
difiere notablemente de la correspondiente al resto del liqui
do (densidad de la grasa: 0.930 g/ml; densidad plasma l4cteo:
1.035 g/ml). La inestabilidad de la emulsidn se aprovecha pa
ra separar la grasa del plasma. Para ello son posibles telri
camente dos procedimientos, el desnatado natural y el mecdni-
co, (78)

a}) Desnatado natural

Interviene principalmente la fuerza de gravedad;
la grasa asciende lentamente hacia la superficie
durante el reposo., Esta forma de descremado ya
no es usual por presentar muchos inconvenientes,
(Ver 3.2.6.2)

b} Desnatado meclnico

Para aumentar adn m8s la velocidad de desplaza-
miento de los gl6bulos grasos se recurre a la
fuerza centrifuga en lugar de utilizar la grave-
dad. FEp oposicién al desnatado natural, en el
que las fuerzas actfian verticalmente, en el mecé-
nice se produce un desplazamiento en sentido hori
zontal. (78)

Cuando se somete la leche a muchas revoluciones por
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minuto (6000-7000 o m&s), sus componentes se comportan de ma-
nera distinta; diremos simplemente que como resultado de los
fenbmenos fisicos que tienen lugar en el interior del aparato,
la grasa l&ctea se dirige al centro de rotacién y de ahf se
le conduce a una salida individual; y el resto de los compo-
nentes de la leche se dirigen a las paredes del tambor girato
rio, donde también se recolectan y conducen a otra salida: la
de la leche descremada.

Las desnatadoras centrifugas desnatan y purifican al
mismo tilempo. Se diferencian en lo esencial por la forma en
que circula la leche (semiherméticas, herméticas) y en las
que se separan las Impurezas (autodepuradoras y no autodepura
doras) (78) y las distintas ventajas y/o desventajas que pue-
de presentar cada modalidad (produccifén de espuma, homogenei-
zacién de la leche, ete.).

3.1.2.2 Estandarizadoras

Las estandarizadoras se basan en el mismo principio y
son bisicamente separadoras a las que se ha afiadido una v4lvu
la que mezcla proporcionalmente la grasa con la leche descre-
mada (43) (se obtiene crema por un lado y leche clarificada y
estandarizada por otro).

3,1.,2,3 VFactores que afectan el porcentaje de
grasa en la crema

Ademfs del tornillo regulador hay por lo menos seis
factores mis que afectan el contenido de grasa en la crema,
entre ellos estln: (48)

a) Velocidad de la descremadora

Se asume que los otros factores permanecen cons-
tantes. A mayor velocidad, la crema serf mis ri
ca 0 sea que tendr& un mayor porcentaje de gra-
sa., (48) Sin embargo, tampoco debe exceder cier
to limite, B

b) Temperatura

El calentamiento mejora la eficacia de la descre-
madora al fluidificar la leche y de este modo fa-
cilitar la separacibn de los gl6bulos grasos.

(B9) La leche puede llevarse a 30-40° c¢on ayuda
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c)

d)

e)

f)
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de calentadores o desvi&ndola después de que ha

pasado por la seccifén de intercambio de calor del
pasteurizador.

El descremado a bajas temperaturas (7-8°C), favo-
rece la formacién de gruesos racimos de glbhulos,
que se rompen con la velocidad de giro, provocan-
do una homogeneizacidén parcial. (1)

El desnatado de la leche a temperaturas mds bajas
da una crema mds viscosa, pero se queda mucha ma-
teria grasa en la leche desnatada. (1)

Riqueza en grasa de la leche

Afecta directamente el porcentaje de grasa de la
crema obtenida; a mayor porcentaje de grasa en la
leche mayor grasa en la crema,

(...) en todas las leches existe una proporcibn
mis o menos importante de gl6bulos (grasos) muy
finos (difmetro de 1 a 2 micras) précticamente im
posible de separar a las velocidades de rotacién
habituales de los tambores de las descremadoras.
Este fenbmeno explica por qué la leche descremada
hunca se ve completamente libre de grasa, conte-
niendo siempre una pequeina cantidad de grasa resi
dual (0.03-0.04%) aun cuando el descremado se rea
lice correctamente., (89)

Numerosos trabajos han demostrado que los resulta-
dos del descremado varfan con la raza de los anima
les productores de leche. Es una consecuencia del
tamafio diferente de los glébulos grasos, los més
grandes se separan mis flAcilmente, (09)

Cantidad o razbn en que la leche entra a la descre
madora.

bebe ser el estipulado para la mlquina en cuestibn;
cantidades mayores o menhores traen consigo un des-
cremado deficiente,

Cantidad de agqua o leche descremada que se usa pa-
ra enjuagar la mlquina al final del descremado.

Cantidad de sedimento acumulado en el tambor,

El exceso hace gue parte de 1a leche descremada vava
con la crema. (48)

Una leche Bcida y sucia deja en el tambor un depfsito
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importante de lodos que interfieren la circulacién de la le-
che descremada al grado de obligarle, después de cierto tiem-
po de funcionamiento del aparato, a escapar por los orifi-
cios de salida de la crema. (89)

La utilizacién 6ptima de estas mdguinas, al igual que
las clarificadoras, se logra cuando se siguen correctamente
las instrucciones del fabricante (alimentacién y velocidad co
rrectas, desmonte y lavado cuidadosos despu&s de cada descre-
mado para eliminar los residuos, etc,).

3.1.2.4 Grasa en el queso

La cantidad de grasa que pasa al queso depende de mu-
chos factores. Los gl6bulos grasos gue pasan en mayor propor
cibn al queso son los de dimensiones medias, seguidos de los
de difmetro reducido los de menor rendimiento quesero son los
de mayor di&metro. Este hecho se debe a que al coagqular la
leche, y especialmente si la coagulacién es lenta, los gl6bu-
los grasos de mayor difmetro ascienden a la superficie para
formar la nata, no se incorporan a la cuajada y pasan al sue-
ro, y a gue los de menor difimetro no son siempre retenidos
por la cuajada durante su tratamiento y son arrastrados en
cierta extensi6n por el suero. Si la leche se homogeneiza
los glbbulos grandes se reducen de tamaio y descienden las
pérdidas de grasa con el suero, aumentando asf el rendimiento
quesero de la grasa, por lo que se recomienda homogeneizar la
leche que vaya a destinarse a la fabricacidén de queso. (13)

El rendimiento en grasa est8 relacionado con las par-
ticularidades tecnol6gicas que concurren en la fabricacién de
cada tipo de queso., (13)

Contribuyan a ello la homogeneizacifn y pasteuriza-
cién de la leche (sl se pasteuriza la leche, las particulas
de grasa con el suero disminuyen; 13), el tiempo de coagula-
cién (mientras mfis lenta mis grasa pasa al suero), tamano del
grano al cortar la cuajada (los granos mayores incrementan el
rendimiento), tratamiento que se dé a la cuajada (calentamien
to, reposo, forma de batido, etc.), relacidn que guarden en
la leche el contenido en grasa y casefna, etc.; por eso la
cantidad de grasa que debe tener la leche para la elaboracién
de queso, se determina con un estudio de sequimiento en que
ge cuantifican lag pérdidas que ocurren durante el proceso de
elaboraci6n.

Mediante un ejemplo de fndole prictica, seguiremos el



153

curgo de la grasa ldctea en la elaboracién de queso tipo Oaxa
ca, para cuantificar los dos principales momentos en que se
reduce el contenido graso; y poder establecer con cierta apro
ximacién el porcentaje graso requerido en la leche:

Disponemos de 400 litros de leche para elaborar queso
Oaxaca. Por motivos de anflisis, distribuimos los componen~
tes de la leche de la siguiente manera:

4
AGUA ,
Porcibn incombustible. Cenizas
(Sales Minerales)
SOLIDOS ( (Compuestos
LECHE { TOTALES ¢ ~Proteinas orgdnicos
(Materia nitrogenados)
0 Extracto
Seco) Porcibn ﬁ ~-Grasa (Compuestos
combustible orgénicos
(u org&nica) | ~Lactosa no nitrogenados)
\ N\

\

Siguiendo la divisién anterior, la leche flufda em-
pleada en nuestro ejemplo tiene la siguiente composicién en
humedad y s8lidos totales (datos obtenidos en el laboratorio
seglin la metodologfa descrita en 3,1.,2.8):

)

Numedad: 351.2 litros = 87.82%

56lidos Totales: 48.7 = 12,18%
LECHE: 400.0 litros =100,00%

351,280 ml

48,720 ml
400,000 ml

i1

B

La leche posee un 3.4% de materia grasa, determinada
por el Método de Gerber (2,3.5) como parte de las pruchas de
evaluaci6tn, 8i 100 ml de leche poseen 3,4% de grasa, on
400,000 ml habrd 13,600 gramos (regla de tres): el resto de
los s6lidos totales (12.18 - 3,4 = 8,78%) corresponde a sales
minerales, lactosa y protefnas, lo que hace un total de
32,120 g.

/

Humedad: 87.82% = 351,280 ml

LECHE ENTERA Sales
100% Minerales
40,000 ml 661idos Totales k?gtz?ﬁas .78% = 35,120 g
12.18%=48,720 g '
Grasa........3.4 £+ =13,600 ¢
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En la planta, la leche se descrema parcialmente y se
obtiene crema y leche para elaborar queso, cuyo contenido gra
50 se repartir8, durante el procedimiento, de la manera si-
guiente:

4

- Grasa de la crema

-Grasa del queso

GRASA = 13,600 gﬁ - Grasa de la leche ) -Grasa del suero

de elaboraciton -Grasa del agua

del malaxado

\

Los porcentajes de grasa respectivos se determinan a
partir de una muestra representativa del suero extrafdo
(280 1t aproximadamente) y del agua utilizada y separada de
la pasta durante el malaxado (40 lt aproximadamente) por el
Método de Gerber (ver 3.1.2.8):

Suero = 1.5% de grasa
Agua = 3,9% de grasa

Si en 100 ml de suero hay 1.5 g de grasa, en 280 1t
hay 4,200 g de grasa; si en 100 ml de agua hay 3.9 g de gra
ga, en 40 lt hay 1,560 g de grasa.

Significa que durante el proceso de elaboracién de
queso Oaxaca a partir de 400 1t de leche, se¢ separan de la
cuajada 5,760 g de grasa l&ctea.

Posteriormente, se analiza el porcentaje graso de la
crema obtenida en el desnatado: 57.5% (M6étodo de Gerber:
3,1,2,8) en un total de 4.5 lt de crema; lo que quiere de-
cir que 81 en 100 ml de crema hay 57.5 g de grasa lictea,
en 4,500 ml habrd 2,587.5% g, completindose asf las cantida-
des de grasa que no pasan al queso,

Al final de la produccidn se obtienen 22.83 Kg de que
s0; el anflisis de la grasa cn el queso por el M&todo Roe-
s Gotlieb (ver 4.1.5) demuestra contener 23% de grasa en
bage hGmeda, que sabemos es el minimo porcentaje graso que
debe poseer el queso tipo Oaxaca.

51 en 100 g de queso hay 23 g de grasa, en log 22,830
g hay 5,251 q.

Conociendo el curso que sigue la grasa en la elabora-
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cibn del queso Oaxaca y las cantidades que finalmente queda
ron repartidas en el queso, grasa del zaero y grasa del
agua del malaxado, obtenemos un total de 11,01l g de grasa
en la leche semidescremada (queso: 5,251, suero: 4,200,
agua: 1,560); cantidad de coincide ampliamentecon la obteni
da por diferencia entre la grasa total (leche entera:

13,600 g} y la grasa que pasé a la crema (2,587 g), que es
11,012.5 gramos.

Nos resta determinar el porcentaje que representan
los 11,012.5 g de los 395.5 lt de leche descremada parcial
mente para la elaboracién de queso:

Si el 100% lo constituyen los 395,500 ml, 11,012.5 co
rresponden a 2.78%, por lo gue podemos concluir, con cierta
aproximacibn, que la leche para elaborar queso tipo Qaxaca
debe poseer un minimo de 2.78% de grasa propia de la leche.

Este porcentaje puede ajustarse en la leche automiti-
camente cuando se emplea una mdgquina estandarizadora; no
ocurre lo mismo cuando se emplea una miquina descremadora
sencilla que proporciona leche descremada por un lado vy
crema por otro. Debemos reincorporar parte de la crema a
la leche para ajustar (estandarizar o normalizar) el porcen
taje requerido, con la posible desventaja de no lograr una
distribucién uniforme de la grasa, El c8lculo de las pro-
porciones de mezcla puede realizarse siguiendo cualquiera
de los procedimientos siguientes:

3.1.2.5 Cuadrado de Pearson

El cuadrado de Pearson se trabaja con datos en Dase
HGmeda, es decir, determinaciones soencillas de yrasa gque se
obtienen en la préctica, répidamente por el Método de Ger-
ber; sin embargo, hay que tener presente, seqn hemos visto,
el volumen de litros que se trabajan diaviamente.* De
acuerdo con esta cantidad de leche y s8i se sigue slempre la
misma técnica de elaboracién de queso Oaxaca, serdn mds o
menos constantes:

® lLa cantidad de suero que se libera de la cuajada y
su contenido porcentual de grasa,

*51 desean efectuarse los cllculos en Kg, deberd conocerse la
densidad de la leche y multiplicarla por el nfinero de litros
(Ejemplo: 400 1t; densidad - 1.031; la multiplicacidn proporx
clona 412.4 Kg).




e El volumen de pasta a malaxar y la cantidad de
agua caliente que se utiliza rutinariamente,

® El porcentaje de grasa que se desprende con el
agua del malaxado.

e El porcentaje graso final del queso.

No obstante, periSdicamente deben hacerse mediciones
para confirmar la cantidad de grasa que se separa en cada uno
de estos pasos, asi como la determinacién del porcentaje de
grasa que gueda en el producto final. Asf podri tenerse la
seguridad de que el porcentaje graso de la leche de elabora-
cibn es el adecuado.

Retomando el ejemplo anterior, tenemos 400 lt con
3.4% de grasa (Método de Gerber) y queremos reducir dicho
porcentaje a 2,78%,

51 descremamos los 400 1t de leche obtenemos, por un
lado 377 1t de leche con un porcentaje graso minimo de 0,1%
(Método de Gerber: 2.3.5) y por otro 22.95 1t (23 1lt) de cre-
ma con 57.5% (Método de Gerber: 3.1.2.8). El Cuadrado de
Pearson nos da las proporciones en que deben mezclarse los
dos elementos; siempre debe haber uno que tenga un porcentaje
mayor que el que se desea obtener, en este caso, la crema
con 57.5% de grasa, y otro gque posea un porcentaje menor
(0.1% de la leche descremada). Una mezcla adecuada de ambos
deberf darnos una leche que posea 2.78% para la elaboracibn
de queso Oaxaca.

En un extremo del cuadrado se colocan los ingredien-
tes disponibles y su porcentaje graso; en el centro se coloca
la cifra deseada y se resta diagonalmente siempre el menor
del mayor:

Crema 57.5 /,( 2,78 - 0,1 = 2.68)
\\ ~
L 7 8
r( \;_
Leche N TR = y
descremada 0.1 (57.5 2.78 54.72)

Las cantidades obtenidass: 2,68 y 54,72 nos indican
las proporciones en que deben mezelarse los dos ingredientes,
51 consgideranos entonces gque por cada 2,68 partes de crema (e

bemos adicionar 54,72 partes de leche desceremada, tendremos
un total de 2.68 + 54,72 57.40, que e 100%.  Ahora deboenos
saber gué porcentaje representa coada una de las cifras obteny

dag.
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51 57.40 es el 100%, ¢qué porcentaje corresponde a
2.68? Por regla de tres obtenemos: 4.66% para 2.68 y 95.38%
para 54.72; lo que guiere decir que de cada 100 partes, 95.33
deben ser de leche descremada y 4.66 deben ser de crema.

Si los 377 1t de leche descremada representan el
95.33%, el 4.66% restante se completa agregando 18.42 1t de
crema (regla de tres), lo que hace un total de 395.42 1t (377
sumados a 18.42) de leche para elaborar queso Oaxaca; con un
total de 10,968.5 g de grasa:

Si 100 ml de leche descremada poseen 0.1 g, 377,000
ml contienen 377 g; si 100 ml de crema poseen 57.5 g de grasa
18,420 contienen 10,591.5; la suma de las dos cantidades nos
da 10,968.5 g de grasa gue representan el 2.77% del total de
leche (395,420 ml) para elaborar queso Oaxaca.

La grasa extraida (23.0 - 18.42 = 4.58) constituye la
linea de recuperaciébn de la fébrica por ser la materia prima
para la elaboraci6n de mantequilla, cremas u otros productos
a base de crema.

3.1.2.6 Mé&todo de substitucién

Este método, muy diferente del Cuadrado de Pearson,
sirve para calcular la cantidad de crema que debe substituir-
se, no adicionarse, a la leche descremada; al igqual que en el
método anterior, la lecha puede ger total o parcialmente des-
cremada,

Para balancear nuestros ingredientes, establecemos la
cantidad de grasa requerida (2.78%) y se compara con l& canti
dad gque proporciona la leche descremada (0.1% en el causo de
la descremadora empleada de nuestro ejemple). La crema con
su alto porcentaje graso serd el ingrediente de substituci6n,

El descremado "total" de los 400 1t de leche, como se
anot6 para el ejemplo anterior, proporciona 377 1t de leche
degcoremada (0.1%) y 23 1t de crema con 57,5% de grasa.

S los 377 1t de leche descremada constituyeran el
1008 de la cantidad de leche a transformar, tendrfamos un dé-
ficit en el porcentaje de grasa de 2,68 (2,78 - 0.1 = 2.68%),

Al substituir un litro de leche descremada por un 1li-
tro de crema, guitamos 1 g de grasa pero adicionamos 575 g lo
que resulta en una ganancia neta de 574 g con cada litro de
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substitucién (0.575 - 0.00L = 0.574 Kg de grasa).

Para calcular el nimero de litros de leche descremada

que deben ser substituidos por crema, se aplica la siguiente
f6rmula:

Déficit en Kg de grasa
Diferencial de substituciOn

El déficit de grasa = 2.68

El diferencial de substitucién = la cantidad adicional que se
obtiene después de substituir 1 litro de leche descremada
por 1 litro de crema, es decir, 0.574 Kg.

Substituyendo:

2.68
o.577 = 466

Asf, de cada 100 litros de leche descremada, debemos
substituir 4.66 litros por crema, quedando Gnicamente 95,34
litros de leche descremada, para obtener el porcentaje de
grasa deseado:

Leche descremada: 95.34 x 0.001 = 0.095
Crema 4,66 x 0.575 = 2,67
100.00 2.765

Si de cada 100 1t deben substituirse 4.66, en 377 de-
ber8n substituirse 17.56 (regla de tres).

Comprobacibni

Leche descremada : 359,44 1t x 0,001 = 0,359
Crema t 17,56 1t x 0,575 = 10,101
Leche de elaboracién: 377.00 1t 10,460 Kg

Los 10,460 g divididos entre 377,000 ml y multiplica-
dos por 100, nos dan el porcentaje que representa la grasa:
2.77%.

La estandarizacién de la leche por este método, dismi
nuye el volumen de leche de elaboraciéng ademiis do croma -
{23 - 17.56 = 5,44 1t), proporciona una cantidad de leche des
cremada igual a los litros de crema de substitucitn (17.%6
1t), Parte de esta leche pucde emplearse en Ja elaboracifn
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de fermentos l&cticos. (Ver 3.1.7)
3.1.2.7 8istema de Ecuaciones Simult&neas

Para facilitar y dar elasticidad a los c8lculos, es
conveniente establecer las proporciones de mezcla en base a
100 1t y luego ajustar a la cantidad deseada.

Leche descremada

X
Crama =Y

la. Ecuacibdn: x + y = 100

Con los datos obtenidos en el laboratorio del porcen-
taje graso de la leche descremada y la crema se establece la
segunda ecuacibn:

il

Leche descremada 0.1% = 0,001

Crema 57.5% = 0,575

it

2a. Ecuacién: 0.001 x + 0.575 y = 2.78

Sistema de ecuaciones:

0.001 x + 0.575 y = 2,78

La resolucién de un Sistema de Ecuaciones de dos in-
cbgnitas puede obtenerse por varios métodos: reduccifn o suma
y restaj substituciéng igualacién; método gréfico; determinan
tes o regla de Kramer, Gauss Jordan, eto,, para lo cual remi~
timos al lector a los textos de flgebra.

Resolucibn por determinantes:

Valor de X
1100 1 l
2,78 0.8575 _.57.5 - 2,78  54.72 95,33
- 1 1 0.57%5 - 0,001 0.57% '
‘ 0,001 O.S?S'

El valor de Y (crema) puede obtenerse por diferencia
de 100 (siendo x + y = 100}, substituyendo el valor de x en
cualguiera de las dos ecuaciones del sistema, o establecien-
do su yesolucidn por deteyminantes:
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ll 100 l

10.001 2.78 1 2.78 - 0.1 _ 2.68 _

Y =1 ) = 97575 = 0.00T - 0.574 - 4:66
0.001 0.575‘

(Este Gltimo planteamiento, no es otra cosa que el mé
todo de substituciédn descrito anteriormente).

Substitucién de los valores obtenidos y comprobacién
del sistema de ecuaciones:

X = 95,33
y = 4.66
95.33 + 4.66 = 99,99
95.33 (0.001) + 4.66 (0.575) = 2.77
Litros ) Total
Leche descremada: 95,33 0.001 0.0953
Crema: 4.66 0.575 2.679
Leche de elaboracién: 100.00 2.7743

Conociendo las cantidades a substituir en 100 1lt, por
regla de tres se obtienen las cantidades proporcionales para
377 1t, como se procedié en el método de substitucidn.

3.1.2.8  Anexo

Determinacién de 86lidos Totales. Determinacién de
Humedad., Determinaciones de Grasa en Leche Dascremada, Aqua,
Suero y (Crema,

A) Determinacién de S6lidos Totales
0 Extracto Seco (ver 2.5%)

Fundamento

Ests prueha se haga en la p6rdida de humedad de un
alimento (pérdida que sufre al calentarvlo como méximo a la
temperatura de ebullicifin del aqua) y la pérdida de materia
voldtil expulsada a la temperatura utilizada en el ensayo,
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La materia restante corresponde al extracto seco o s6lidos to
tales, -

Aparatos y equipo:

e Balanza analftica con sensibilidad de 0.1 mg

o Horno o estufa eléctrica con control de temperatu-
ra

e Cipsulas de porcelana o cristalizadores de vidrio
con tapa, de 5, B o 10 cm de dismetro

Pinzas para crisol

Desecador de vidrio y desecante (puede emplearse

gilica gel con colorante; cuando disminuye la in-
tensidad del colorante, quiere decir que estd muy
hGmeda; puede reemplazarse o secarse en la estufa)

e Dispositivo para bafo maria
Materiales:

® Pipeta bacteriol6gica de 10 ml
e Tubo de ensaye con capacidad mayor a 10 ml

Procedimiento:

La prueba debe hacerse por duplicado.

Pesar 2.5 a 3 g (ml) de la muestra de leche obtenida
segln 2,2.2, en una cépsula de porcelana o cristalizador de
vidrio previamente tarado.

Calentar en bafo de aqua hirviente durante 10 a 15 mi
nutos. Pasar a la estufa durante 3 horas a 98-100°C. JPasar
la cépsula o cristalizador al desecador con las pinzas para
crisol vy dejar eanfriar hasta gue alcance la temperatura am-
biente (15-30 minutos); pesar rfpidamente y anotar.

C8lculos y resultados:

(l) - Pl)

§ 5T = e 100
P2
donde:
P = peso del recipiente con la muestra seca
P, = peso de la clpsula
p =

2 peso de la muestra
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La méxima diferencia permisible entre dos determina-
ciones no debe ser mayor de 0.1%, en caso contrario deberd
repetirse la prueba.

B) Determinacitn de Humedad
1. Puede obtenerse simplemente restando de 100 el
porcentaje de s6lidos totales obtenidos.

% Humedad = 100 ~ &% ST

2, Puede determinarse siguiendo el mismo procedimien
to indicado para los s6lidos totales, pero corrigiendo la £6r
mula para cilculos:

Pm - Ps

$ Humedad = i 100
donde:
Pm = peso de la cépsula y de la muestra h@imeda en gra
mos
Ps = peso de la cdpsula y la muestra seca en gramos
M = peso de la muestra en gramos

C) Téchica para la Determinacién de Grasa en la
Leche Descremada y Suero. Método de Gerber

Debe seguirse el procedimiento descrito en 2.3.5, pe-
ro utilizando un butirémetyo para leche descremada.

D) Determinacién de Grasa en Crema. Método
de Garber

La técnica de determinacifn c¢s pricticamente la misma
que se describe para la leche entera en 2.3.5:

a) Es necesario utilizar un butirbmetro para cre
ma j

b) Pesar directamente dentro del butirémetro pre
viamente tarado, 5 g + 0,005 g de crema. Co-
locar el tapSn dentro del tubo y agregar agua
a 15-20°C hasta aproximadamente 4/5 partes
del tulxx (81 se agrega menos cantidad de agua,
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la lectura no puede hacerse porque el nivel

de grasa queda abajo de la escala del butirb-
metro);

c) Continuar igual que si fuera leche entera.

3.1.3 Reducci6n del Contenido Microbiano de
la leche. Pasteurizaci®n

Todos los tratamientos destinados a reducir el conte-
nido microbiano de la leche deben cumplir los requisitos si-
guientes: (78)

® El efecto germicida (porcentaje de gérmenes des-
truidos o eliminados) ha de ser superior al 99% y
81 se trata de gérmenes patbgenos, el 100%.

® La leche dehe ser tratada con moderacién para que
conserve en la mayor medida posible sus principios
nutritivos, asf como sus propiedades organclépti-
cas (carfcter de la leche cruda).

e La rentabilidad del sistema debe ser adecuada.

Estos requisitos pueden lograrse, en principio, por
dos procedimientos: eliminacién de los gérmenes de la leche o
destrucci6n de los mismos, quedando muertos en la leche. El
segundo procedimlento es en la actualidad el m8s satisfacto-
rio; y el calentamiento entre varias posibilidades (irradia-
cifn UV o con rayos lonizantes, adicidén de agentes quimicos
~conservadores-, corriente eléotrica, ultrasonido, etc.) consg
tituye el método gque mejor cumple los regquisitos exigidos.
Los demfs recursos fracasan por su escaso cofecto germicida o
porgue producen intensas alteraciones organolépticas en la le
cha, (78)

El tratamiento de la leche por el calor no es solamen
te un mbtodo de conservaciéng cs iqualmente y sobre todo un
procedimiento de saneamiento, que puede ser mis o menos pro-
nunciado, Cuando se quiere destrulr todos los microorganis-
mos para obtener una congservacitn prolongada, hay que calen-
tar por arriba de 100°C (esterilizacitn). 51 se trata de ase
gurar al producto una sobrevivencia corta, basta destruir la
mayor parte de los g@rmcenes aplicuando una temperatura infe-
rior a 100°C (pasteurizacitn). (89)
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El proceso controlado de tratamiento térmico denomina
do "pasteurizacién" se designa en honor de Louis Pasteur, el
ilustre cientifico francés, quien, en 1864-65, desarrolld un
método prictico para impedir las fermentaciones anormales del
vino, sometiéndolo a una temperatura entre 50 y 60°C., Este
tratamiento térmico destrufa los tipos indeseables de gérme-
nes responsables. La aplicacién de un método semejante al
tratamiento térmico de la leche parece que fue propuesto por
primera vez por Soxhlet en 1891, aungue se sostienen que la
leche se pasteurizé comercialmente por primera vez en Alema-
nia en 1880 y algo mds tarde en Dinamarca. (54)

La descripcién detallada y extensa de un proceso tan
empleado y bien conocido como es la pasteurizacién no tiene
lugar entre estas p&ginas; superarfamos muy poco la descrip-
cién que se encuentra en la mayorfa de los libros y manuales
de pasteurizacifn. Unicamente remarcaremos alqunos aspectos
generales y de aplicacién en queseria,

3.1.3.1 Fundamentog tedricos del calentamiento
de la leche

El efecto germicida, asi como los cambios fisico-quf
micos y organolépticos de la leche, como resultado del calen
tamiento dependen en lo esencial de los factores siguientes:

(78)
Temperatura y duracién del calentamiento
Tipo y nGmero inicial de gérmenes

pH de la leche

® »5 e o

Movimiento de la leche y velocidad de la transmi-
$1i6n de calor en los aparatos

No todas las leches sirven para pasteurizar. Es ne-
cesario insistir sobre el hecho de que este procedimiento no
transforma una leche cruda mala en una buena leche pasteuriza
da; no es por tanto, un nétodo que pueda correqir la negligen
cia de log productoresg y recolectores., (1)

Debemos recordar, ademds, la posible existencia de
substancias téxicas procedentes de la proliferacién de muchos
gérmenes en las leches muy coptaminadas; substancias que son
generalmente termorresic entes. (Yer 2.1.2)
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3.1,3.1.1 Temperatura y duracién del calentamiento

Primero, debe determinarse el grado de calentamiento,
es decir, fijar la temperatura y el tiempo durante el cual &s
ta es aplicada. Insistamos sobre el hecho de que la nocifén
de temperatura, contemplada aisladamente, no significa nada.
Necesariamente debe estar asociliada a la idea de duracié6n.
(89)

Cuando en 1899 Theobald Smith demostré en Texas, que
el bacilo causante de la tuberculosis (Mycobacterium tubercu-
losis) se morfa al someterlo durante 20 minutos, a temperatu-
ras de 60°, y cuando también se demostrd, que Mycobacterium
era la mis resistente al calor, de todas las bacterias patége
nas comunes gue tienen acceso a la leche, entonces se estable
cleron las bases de la actual pasteurizaciébn. (43)

Los factores temperatura y tiempo pueden combinarse
de muchas formas a partir de los resultados anteriores; en M§
xlco, el Reglamento para el Control Sanitario de la Leche,
(82) en su articulo 52, establece los siguientes métodos de
pasteurizacidn:

I. Pasteurizacién a 62.7°C, durante 30 minutos,
con sistema de enfriamiento por medio de placas.
Método lento;

II. Pasteurizaci6n a 72.7°C, durante 15 seqgundos,
con sistema de enfriamiento por medio de placas.
Método rdpido (...)

I11. Pasteurizacién a 115°C, durante 6 segundos a
140°C, durante dos sequndos; vy

V. Aquellos otros que apruebe la Secretarfa de Sa-
lubridad y Asistencia,

Los dos primeros revisten interés en queserfa, pero
particularmente ¢l método réipido.

La Past zaciOn Baja, es un método lentu y disconti
nuo pero gue pr ”S.Hfd”]d Ventaja de no mwodificar las propieda
des de la leche, En particular, las protefnas solubles no
son desnaturalizadas y no hay cambio en el estado ffsico de
los glébulos grasos; (89) el color y ¢l sabor perwmancoen inva
riables y Ja separacidn de la crema no se rvetvasa. (1)

La Pasteurizaci6n Alla, es un método rdpfdo vy conti-
nuo pero que wodifica 1igeranente las propiedades de la leche.
lLog aparatd® modernos reducen sensiblemente este fnconvenien-
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te. Las protefnas solubles son, sin embargo, siempre parcial
mente desnaturalizadas; (89) esta pasteurizacifn se realiza
en ausencia de aire, con lo que se reducen las alteraciones
de la leche por acci6bn del calor (sabor a cocido por oxida-

¢ién de grupos sulfhidrilos libres, precipitacién de sales de
calcio).

De las protefnas solubles, las inmunoglobulinas son
las mis sensibles al calentamiento; asi, a 70° (30 minutos)
se desnaturaliza el 89%; la alfa-lactalblmina es la mds resis
tente (a 70° se deshaturaliza el 6%1); la beta-lactoglubulina

tiene una sensibilidad intermedia (a 70° se desnaturaliza el
32%). (1)

Un pasteurizador debe asegurar la homogeneidad del ca
lentamiento a la temperatura elegida para que el efecto bacte
ricida buscado sea realmente obhtenido y para que la leche no

sea modificada en su composicién por sobrecalentamientos drés
ticos. (89)

Actualmente las temperaturas de pasteurizacién més
frecuentes estdn comprendidas entre 65 y 75°C, algunas veces
80°C para algunas fabricaciones (de queso), mantenidas duran-
te un minuto aproximadamente, a menudo menos, (89)

la esterilizacibn de la leche por el procedimilento
UHT (Ultra High Temperature) no es una buena prictica gquesera

porque la coagulacién de la leche por la renina no esg unifor-
me, {32)

3.1,3.1.2 Tipo y nfimero inicial de gérmenes

La destruccitn de las bacterias puede considerarse ¢o
mo una suma de reacciones quimicas, entre las que tienen un
papel predominante la desnaturalizacidn y la degradacifn de
las proteinas simples o complejas, componentes de las enzimas
egsenciales. (1)

La mayorfa de Jas formas vegetativas de log gérmenes
presentes en la leche, incluildas principalmente las bacterias
acidolficticas y asimismo las patbgenas, mueren ya a temperatu
ras comprendidas entre 70 y 90°C en unos sequndos o pocos mi=
nutos. (78)

5on una excepcifn las bacterias acidolfcticas term6fi
las, que pueden resistir una temperatura ligeramente superior,
y las esporas de los ' :ilos come formas de reshﬁﬂnuia, cuya
destruccifn requiere temperaturas de més de 100°C, (78) por
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ello, tras el calentamiento, la leche pasteurizada contiene
aun bacterias termorresistentes y esporas., Se ha dicho que
la flora lactica residual es mis pura que la de la leche cru-
da y estd constituida sobre todo por estreptococos (Thermo-
philus, bovis, durans) (1).

(...) no es el nGmero, sino el tipo de bacterias de
la leche cruda el que decide la calidad bacteriol6gica de 1la
leche pasteurizada. (1)

(,..) ciertos gérmenes de polucibén terméfilos pueden
desarrollarse a la temperatura de 63°C y por lo tanto pulular
en la leche en el curso de la pasteurizacién. (89)

Alcaligenes tolerans, parece ser la dnica especie psi
crétrofa termorresistente; bacteria gramnegativa que se en-
cuentra presente en la leche después de un calentamiento a
63°C durante 30 minutos, Este germen crece rfpidamente en la
leche pasteurizada y enfriada a 10°C, Su crecimiento es mis
lento a 5°C y se detiene a 2°C., (89)

El comportamiento de las proteasas microbianas al ca-
lor es mal conocido., Algunas son termoldbiles pero la mayo-
rfa parecen no inactivarse por la pasteurizacidén., Se les en-
cuentra pues, nuevamente en la leche pastecurizada,

Determinados microorganismos esporulados del género
Bacillus merecen una mencidn especial; en primer lugar coagu-
Tan la leche sin notable acidificacién y por accién de una
proteasa; despuls degradan activamente la lactosa y producen
unpa mezela de 4cidog (hasta 0.9%). (1)

El Bacillus acidophillus sc encucentra en las leches

pasteurizadas, Is un verdadero term6filo; no se desarrolla

por debajo de log 40° y su temperatura Optima os de unosg
60°.

Otros bacilos (esporulados acrobios) que se manifiog-
tan en los productos calentadosn, leche pastenrizada y crema
pastceurizada, cuando se hallan en presencia de aire y ge nan-
tienen a una temperatura suave (20-30°C) son varviedades de
los bhacilos mis comunes: B, cercus y B, subtilis, (1)

Lag bacterias termmaresistentos que gquoedan en la le-
che pasteurizada a 7T4°C no Uienen mis que una d8hil aptitud
para degradar sus componentes y no soe observa tua Correspoi-
dencia neta entre su nlmero vy la «alidad organoldptica y dao
congervacifn de la leche. (1)

Huney osos egtudios han demostrado que no existo ningu
) 1 Ju
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na relacibn entre la microflora total de la leche suministra-
da por el productor y el nlmero de bacterias termorresisten-
tes gue se encuentran en la leche despu&s de la pasteuriza-
cibn y que son estas filtimas las Gnicas que influyen sobre la
calidad de conservaci6én de la leche pasteurizada, si se evita
toda otra contaminacién. (1)

El nGmero de gérmenes juega un papel decisivo, puesto
que el tiempo necesario para destruirlos estd en funcién de
su cuantia, Por tanto, el descenso del contenido microbiano
de la leche cruda representa un factor esencial para elevar
el efecto germicida. (78)

La leche obtenida en malas condiciones higiénicas y
deficiente transporte tendrd un contenido microbiano elevado
que reducir8 grandemente la eficiencia del efecto térmico,

(...) se tiende entconces a aumentar la temperatura o
la duracién 4el ~ajentamiento o bien las dos a la vez a fin
avnentar 1y eficacia de la operacién., Desde el punto de

4 bacveriolfyico, esta acentuacién de la accién térmica
puede tener las consecuencias siguientes: (89)

e 51 los gérmenes de polucibn no son esencialmente
esporulados o simplemente termorresistentes, la
flora de la leche pasteurizada se disminuye répi-
damente (...)

e 5i la flora contaminante de la leche cruda se com-
pone de una proporcifén elevada de esporulados o
termorresistentes, la leche pasteurizada permanece
rica en gérmenes, atn cuando el calentamiento es
mds enérgico. En algunos casos, una temperatura
de 90-92°C mantenida por unos 30 segundos, no con-
sigque reducir suficientemente la carga microbiana
de la lechs tratada,

Estos microbios estdn dotados en general de enzimas
protenlfticas que les permiten degradar la casef{na y provocar
de este modo la putrefaccién de la leche. (89)

Por otro lado, mientras mfs se eleva la temperatura,
la leche sufre mayores transformaciones fisicas y quimicas,

En la préctica, también puede interesar la determina-
cibn de la relacién entre el nfimero de gérmenes y el tiempo
de calentamiento, lo que equivale a estudiar la velocidad de
la accifn bactericida., (1)

Para una tempevatura dada, la velocidad de la accidén
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bactericida depende de la naturaleza de los gérmenes y de la
composicién del medio (...) Si ha de intervenir el tiempo,
puede expresarse simplemente el resultado de la accién bacte-
ricida por un porcentaje, ya sea de los gérmenes supervivien~
tes (porcentaje de supervivencia) o de los gérmenes destrui-
dos (porcentaje de destruccién): (1) ‘

El porcentaje de supervivencia es:
N
ey 100

El porcentaje de destruccién es:

No - N

NS 100
donde:
No = nlmero inicial de gérmenes/cc
N = nGmero final en un tiempo (t)

3.1.3.1.3 Acidez de la leche (Ver: 1.4, 2.1.3, 2.8)

El efecto germicida aumenta a la misma temperatura y
duraci6n del calentamiento al bajar el pH, esto es, en el mar
gen de la acidez. (78)

Normalmente, el pH de la leche antes del calentamien-
to oscila entre 6.5 y 6.4, 8i se ha "agriado®" por accidn de
las bacterias acidoldcticas, siendo entonces el pH inferior a
6.5, las particulas protéicas se coaqulan por el calentamien-
to. Los microorganismos quedan englobados en tal caso y el
efccto germicida digminuye notablemente, Pero esto se dobe
también especialmente a que las protoefnas coaguladas y otros
componentes de la leche so queman y adhieren a las suporfi-
cies de intercambio calorifico del pasteurizador dificultando
este proceso, (78) No solamente resultarfa en la aparicién
del gusto a cocido en los quesod sino tanbién una disminucién
en el rendimiento. (89)

La acidez de la leche destinada a la pasteurizacién
no debe tencer mis de 229D, (89)
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3.1,3.1.4 Movimiento de la leche y velocidad de la
transmisifin de calor en los aparatos

La transmisién de calor entre dos medios se realiza
en la mayoria de los sistemas de calentamiento a través de un
plano divisorio, por lo que asf puede hablarse de un traspaso
de calor. (98) (En el caso de la pasteurizacibén baja, un Gni
co elemento permite efectuar sucesivamente el calentamiento y
la refrigeraci6n; 89).

La transmisién calorifica depende de diversos facto~
res. Cuentan entre ellos la conductividad térmica especifica
de las materias, la diferencia de temperatura entre los me-
dios, el espesor del tabique divisorio y el coeficiente de
transmisitn térmica, el cual expresa la mayor o menor facili-
dad con gque un medio cede el calor al otro., (78)

En todos los tipos de aparatos el calentamiento o el
enfriamiento gse efectia por intercambio de calor, a través de
una pared metdlica, entre la leche, por una parte y un fluido
caliente o refrigerante, por otra parte.

Desempefian un papel fundamental la modalidad de la co
rriente (laminar o turbulenta) y su velocidad. Estos facto-
res permiten calcular el coeficiente de transmisién térmica.
(78)

Las particulas de componentes licteos, guemados y ad-
heridos a las superficies de intercambio calorffico, asf{ como
los sedimentos, el aire mezclado y la velocidad escasa de la
corriente de los medios, pueden reducir considerablemente el
coeficiente de transmisién térmica, disminuyendo asf el efec-
to germicida. (78)

Una instalacién de pasteurizaci6n comprende siompre
un aparato de calentamiento y un aparato de refrigeracifn,
Este conjunto se completa o no por un intercambiador-recupera
dor de calor. (B89) -

Log aparatos de pasteurizacidn baja estén constitui=-
dos esencialmente por un tanque cerrvado, acondicionado de do-
ble pared. En su interior la leche es calentada v mantenida
a la temperatura de pasteurizacifin durante 30 minutos antes
de ser enfriada. Un agitador mueve la leche en el curso de
la operacitn, a fin de acelerar los intercambios térmicos.

La produccién de espuma en la superficie, debe evitarse para
no sustraer a los gérmenes de la acciép t8rmica. (89)
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. Los inconvenientes residen en lo estorboso de las ins
talaciones, la lentitud del trabajo, el desprendimiento de
gas carbbnico y la posible oxidacién de vitaminas seguido de
la agitacién de la leche al aire libre. (89)

El calor lo proporciona agua caliente o vapor; el re
frigerante es agua, agua frfa o salmuera,

La pasteurizaci6n alta, llamada también High Tempera-
ture Short Time (HTST) es un método rdpido y continuo.

En México se usan principalmente pasteurizadores répi
dos de dos origenes: americanos e ingleses (...; 43) denomina
dos pasteurizadores de placas, justamente por componerse de
una serle de ellas, separadas entre s{ por espacios de 3 a {4
mm, onduladas o con nervaduras, rectangulares o circulares,
generalmente en posicién vertical, gque constituyen el tabique

divisorio entre la leche y el medio de calentamiento o refri-
gerante,

El medio que proporciona calor puede ser, al igual
gque para la pasteurizacién baja, agua caliente o vapor; el
medio refrigerante, agua, agua helada o salmuera.

Los pasteurizadores provistos de una seccifn de recu-
peracifén de calor, logran una gran economfa. Los intercambia
dores~-recuperadores permiten obtener considerables ganancias
de combustible., B5u principic es el siguiente: la leche pas-
teurizada, antes de alcanzar el refrigerante, calienta a la
leche cruda que est8 a punto de entrar en el pasteurizador.

Al mismo tiempo la leche caliente comienza su enfriamiento.
(89)

De este modo, por ejemplo, cuando una leche pasteuri-
zada a 74°C lleva la temperatura de la leche cruda de 14 a
62°C, Simulténeamente la leche pasteurizada se enfrfa a 26°C.
La recuperacién es de:

7‘5%“}%-%%- 100 = 80% (89)

Antes de entrar a la seccibn de placas de pasteuriza-
ci6n, la leche a 40~45°C puede abandonar el intercambilador-
recuperador para ganar el filtro o el depurador centrifugo
gue permite adem8s regular la tasa de grasa (ver 3.1.1 vy
3.1.2).

En todas las instalaciones modernas, el control y la
regulacifn del calentamiento se realizan automfticamente. Pa
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ra ello, se utilizan termémetros registradores de bulbo capa-
ces de registrar la temperatura y el tiempo de calentamiento
de la leche 1o mismo gue las interrupciones de la circulacién.
Por otro lado, estos termSmetros comprenden un mecanismo que
regula autométicamente una valvula destinada a desviar la cir
culacién normal de la leche cuando el calentamiento es insufi
ciente. El liguido es entonces regresado al aparato hasta
que su temperatura permita su admisién en el intercambiador-
recuperador. (89)

Los cambiadores de placas son poco voluminosos y tie-
nen una gran flexibilidad de funcionamiento (modificacién del
nmero de placas); el rendimiento térmico es excelente, inte-
resan especialmente para grandes capacidades {10,000 lt/h o
mas) y permiten un gran automatismo. (1)

3.1.3.2 Pasteurizacifn en gueseria

La pasteurizacifén de la leche, en queserfa, fue preco
nizada desde principios de siglo por los daneses. Esta Lecng
logfa da lugar a mdltiples problemas, algunos de los cuales
no se han resuelto. Algunos tipos de guesos (Saint-Paulin,
Edam, Gouda...) se fabrican exitosamente a partir de leche
pasteurizada, mientras gque otros (Camembert, Brie, Roque-
fort...) toleran mls difficilmente la pasteurizacibn y no pre-
sentan la plenitud de sus caracteristicas originales a menos
que sean fabricadeos con leche cruda. (89)

El queso Oaxaca pertenece al primer grupo; no obstan-
te, estd sujeto a todas las ventajas o desventajas que presoen
tan los guesos elaborados con leche pasteurizada,

La pasteurizacién en queseria tiene una doble finali-
dad:

A. Finalidad higiénica (destruccifn de gérmenes patf
genos)y (1) indispensable para asegurar el saneamiento del

quLsL.

(En el caso de los quesos madurados, se sabe gue una
maduracidn suficientemente larga elimina los gérmenes patdge-
nos, £4in embargo, existen muchas opiniones en cuanto al tiem
po de maduraciény el procedimiento de fabricacién de cada ti-
po de queso puede alargar o recortar el tiempo requerido para
la desaparici6n de dichos gérmenes) .

B. Finalidad técnica (destruccién, lo mis acusada po
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sible de microorganismos indeseables). (1) La leche, despro-
vigsta de su flora inicial puede entonces poblarse con fermen-
tos puros y seleccionados (ver: 3.1.7) que permiten al quese-
ro trabajar en excelentes condiciones de regularidad. Los
productos obtenidos son de calidad constante porgue permane-
cen libres de las fluctuaciones observadas con la poblacién
bacteriol6gica de las leches de recoleccién. (89) Ademds, la
pasteurizacién permite obtener productos de la mis alta cali-
dad. Si la pasteurizacifn de la leche de queserfa responde a
exigencias técnicas indiscutibles, resta, sin embargo, que su
puesta en préctica sobrepase dificultades; algunas de las cua

les todavia no encuentran una solucibn plenamente satisfacto-
ria.

En primer lugar, hay que considerar las modificacio=
nes que produce el calentamiento a la composicién y a la es-
tructura fisico-quimica de la leche. (89)

El calentamiento de la leche disminuye la aptitud pa-
ra la coagulacién por el cuajo; la cuajada obtenida es menos
dura y la separacién del lactosuero muy diffcil. Si la tempe
ratura de pasteurizacién no es muy elevada, se puede corregir
mediante la adicién de cloruro de calcio antes de la adicién
del cuajo (1) (ver 3.1.5).

Si el calentamiento de la leche es suficientemente se
vero, las protefnas solubles coagulan y se encuentran reteni-
das con la caseina, en el cofgulo, en el momento del desuera-

do (89) lo gue trae como consecuencia una modificacién de la
textura,

(Las protefnas solubles) fijan enérgicamente el agua
y hacen diffcil el desuerado satisfactorio del queso.

Ademds, el calentamiento de las protefnas solubles
provoca la liberacitén de grupos SH y la formacién de substan-
cias reductoras a partir de los Scidos aminados sulfurados,
cistina y cistelna. Estas substancias, al modificar el poten
cial redox de la leche, actdan probablemente sobre el desarro
l1lo de las bacterias lécticas.

Un calentamiento enérgico, sobre todo al aire libre,
rompe igualmente el equilibrio fosfocllcico de la leche (des-
truccitn del complejo calcio-casefnay 78)., El fenbmeno sao
traduce en un empobrecimiento del 1fquido en sales de calcio
golubles y de ahf, en dificultades en la cocagulacién por la
renina, (89)

Una consecuencia de la pasteurizacién (gue algunos
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consideran como una tercera finalidad), es el aumento del
rendimiento quesero., Ello se debe a tres causas:

e Desnaturalizacién de las proteinas solubles, cuya
intensidad es proporcional a la temperatura alcan-
zada.,

® Insolubilizacién de una parte de las sales minera-
les.

e Mejor retencién de materia grasa en la cuajada
(ver: 3.1.2.4).

Sobre este agpecto del aumento del rendimiento, se
han dado resultados muy desiguales (del 1 al 10%). Sin duda,
se debe a diferencias en la composicifén de la leche, a la for
ma de calentamiento y a los métodos de fabricacién. La pas-

teurizacién ofrece, por lo tanto, ventajas tangenciales para
el fabricante., (1)

3.1.3.3 Control de la pasteurizacidn

Una vez pasteurizada, debe evitarse que la leche en-
tre en contacto con superficies contaminadas o que se mezcle
con leche cruda o insuficientemente pasteurizada,

Un control eficaz de la pasteurizacién debe prever,
en principlo, por un lado la investigacidn de gérmenes patége
nos, por otro, la de microorganismos bhanales. (89)

Deggraciadamente, la deteccitn de gérmenes patdgenos
entrana serias dificultades experimentales. Ademfs, es may
laboriosa, porque se ignora, con anticipacién, los gfrmenes
que pueden estar presentes, De este medo se ha Investigado
un método indirecto, simple y de aplicacifn pr&ctica, que per
mite verificar rApidsmente si la leche pasteurizada estd efea
tivamente desprovista de todos los gfrmenes pat8genod que cob
tenfa eventualmente al estado crudeo. FEste método, puesto en
evidencia por Kay y Grahamen en 1935, sostenido y fundado en
€l hecho de que la fosfatasa alcalina (ver: 2.3.2.1, f) de la
leche ¢ruda tiene una temperatura de ipactivacién ligeramente
superior a la temperatura de destruccién del bscilo tuberculo
80, el mis termorresistente de los gérmefies patfgencs comun-
mente presentes en la leche. De ahi que cuande la leche de
control ya no revela fosfatasa alcalina, puede affrmarse que
ha gido calentada en condiciones que aseqguran la destruccidn
de todos los gérmenes patédjenos suscel:tibles de vstar presen-
tes er la leche cruda. (8Y)
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En nuestro caso, esta prueba se verifica en el produc
to terminado (Determinacién de Fosfatasa en Queso), siguiendo
la metodologia de la Association of Official Analytical Che-
mist. (40)

El nGmero de gérmenes banales, no se investiga en que
serfa; en realidad nunca debieron destruirse, por eso se rein

corpora a la leche la flora bacteriana que se destruye con la
pasteurizacién,

Las bacterias patb6genas principales que pudieron in-
corporarse a la leche y/o a la cuajada por contaminacién en
algdn momento posterior a la pasteurizacién, también constitu

yen parte del Control de Calidad del producto terminado (ver:
4.2).

3.1.4 Leche de Queseria

Una vez pasteurizada la leche que se destina a la ela
boraci6én de queso (inciso 3.1.3), debe enfriarse rdpidamente
para impedir el desarrollo masivo de los gérmenes termorresig
tentes que pueden provocar accidentes de fabricacién.

La temperatura final de enfriamiento (en las placas
del pasteurizador o por otro procedimiento), dependeri de la
decisién de almacenar la leche o conducirla a la(s) tina(s)
de cuajado para proseguir la elaboracidén de queso; en este Gl
timo caso, la leche puede enfirarse a la temperatura de lnocu
lacién de los fermentos (ver mis adelante), o bien, calentar-
ge¢ nuevamente en la tina por medio de vapor hasta la tempera-
tura deseada (alrededor de 30°C).

La temperatura y acidez de la leche deben verificarse
continuamente en la tina de cuajado.

En algunos tipos de queso, la acidez (titulable) que
debe tener la leche pasteurizada que llega a la tina de cuaja
do no debe exceder de un limite relativamente bajo; cuando la
lache no es de buena calidad, la acidez es muy elevada (sobre
todo después de la pasteurizacién lenta) y suele neutralizar-
se; en el caso del queso tipo Oaxaca, por el contrario, la
acidez debe subir considerablemente antes de cuajar la leche,

La elaboracién de queso requiere la adicibn de los si
guientes elementos, conelderados hditivos Alimentarios:
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Cloruro de Calcio
Colorante natural
Fermentos l4cticos

Cuajo o enzima coagulante

3.1.5 Adicidén de Cloruro de Calcio

La presencia de iones de calcio es, ante todo, necesa
ria a la existencia misma de las micelas de caseina. Pero é&s
tas se vuelven muy sensibles a los iones de calcio cuando se
someten a la accién del cuajo., Modificaciones minimas del
contenido de la leche en iones de calcio pueden entonces in-
fluir en la velocidad de coagulacibn. (89)

La adici6n de cloruro de calcio restablece a la leche
las sales de calcio solubles y por lo tanto aumenta la apti-
tud de la leche para la coagulacién; propiedad disminuida du-
rante el calentamiento (ver: 3,1.3.2), al romperse el equili-
brio fosfocllcico (las sales de calcio se vuelven insolubles).

De esta forma, la adicidn de cloruro de calcio mejora
el rendimiento y acelera de cierto modo la salida del suero y
determina una mejor retencibn de la grasa y otros s6lidos.
(28)

En general se usa el cloruro de calcio o el fosfato
monocilcilo; para algunos autores el primero es mis eficaz
porgue al ser méds soluble (mfs ionizado) permite la presencia
de mds iones libres de calcio,

(Como la elevacién de la acidez libera iones de cal-
cio, el cloruro de calcio se emplea en menor cantidad en le-
ches &cidas; 28); es el caso particular de la leche destinada
a la fabricacién de queso tipo Oaxaca y similares,

El cloruro de calcio (CaCly), debe adicionarse en ra-
26n de 10 a 20 g/100 litros de leche, es decir 0,01 a 0.02%.
Existen en el comercio soluciones lfquidas o cloruro de cal-
¢io en polvo en presentaciones para uso alimenticio que deben
emplearse de acuerdo a la lonizaci6n natural del calcio exis-
tente en la leche y siguiendo las instrucciones del fabrican-
te para asegurar una perfecta fonizacién.

Ho hay que exagerar la cantidad de cloruro adicionado
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pues se corre el riesqgo de obtener quesos de gusto amargo y
de pasta dura y seca.

La presencia de calcio en la leche de queserfa se com

prender8 mejor cuando tratemos lo referente a la coagulacifn
de la leche (ver: 3.1.8 y 3.1.8.5.2.2.2, C).

3.1.6 Adici6én de Colorante

Para dar un aspecto mids atractivo a la masa del queso,
se acostumbra en algunas variedades adicionar a la leche un
colorante. (En otros casos, por el contrario, se utilizan de
colorantes).

En general se utiliza un colorante a base de la semi-
lla de annato o achiote (Bixa orellana) que existe en los paf
ses tropicales. La semilla es blanca en el interior, pero es
t4 recubierta por una delgada capa altamente coloreada. Los
principios colorantes de la semilla de achiote son la Bixina
que es amarilla y la Qrelina que es roja. (28)

s m8s prictico en general usar productos comerciales
estandarizados. Estos productos son colocados en el mercado,
en polvo, en pastillas, en suspensifén, en aceite o en solu-
cibn acuosa., (28)

Las dosis de empleo dependen de la concentracién del
producto y del tipo de queso; para el queso Qaxaca es reco-
mendable adicionar 6 ml de preparado lfgquido comercial por ca
da 100 litros de leche, lo que equivale al 0,006% (ver:
3.1.8.5.2.4 Apéndice A).

El caroteng es otro colorante que puede ad{cionarse

en la misma proporcién,
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3.1.6 Adici6n de Fermentos Lacticos

La importancia y obligatoriedad de la higienizacifn
de la leche que va a transformarse en queso con apego a un
procedimiento industrial quedaron aclaradas en el inciso re-
lativo a la pasteurizacién (3.1.3).

La leche cruda que recibe la planta para su transfor-
macién en queso, debe tener el menor nGmero posible de gérme-
nes (banales y/o pat6genos), asi como un limite de acidez y
otras caracteristicas descritas anteriormente. Con la pasteu
rizacibén, ademds de la inactivacifn de muchas enzimas que pue
den provocar modificaciones en la leche, se logra la destruc-
cifén bacteriana en proporcidn considerable. Sin embargo, aun
que la leche carezca de microorganismos nocivos, no puede des
tinarse a la fabricacién de queso sin un tratamiento previo;
nos interesa su acidificacibén, pero ahora realizada con bacte
rias conocidas y bajo condiciones controladas. -

Lo anterior se logra adicionando cultivos licticos a
la leche de queseria, teniendo en cuenta todos los factores
que favorecen o inhiben el crecimiento microbiano y las carac
teristicas especiales de las bacterias favorables.

Hace menos de cien anos los cultivos iniciadores eran
desconocidos, Es verdad que los microorganismos on su estado
natural habfan sido eficaces desde los comienzos de la civili
zaci6n para contaminar la leche y la crema y conducir a los
alimentos fermentados. Aungque algunos de los antiguos "fer-
mentos" constitufan un nuevo producto, los agentes fermentado
res (del agriado) no fueron conocidos con claridad aparente-
mente hasta alrededor de 1890 cuando la crema madurada para
elaboracién de mantequilla fue estandarizada y mejorada por
Welgmann en Alemania, Los cultivos iniciadores puros fueron
entonces aceptados., En 1810-1920, Orla Jensen, von Preuden-
reich, J, M, Sherman, Hammer y otros rencmbrados microbigio-
gos de la leche, separaron y aislavon bacterias para preparar
cultivos puros para leche y quesos fermentados, (32)

La adicién de fermentos lécticos tiene por objeto res
taurar a la leche la flora microbiana Gtil a la elaboracién
de queso gue se destruye durante ¢l procedimiento de higieni-
zacibn; de este medo, la presencia de bacterias activasg permi
te la acidificacifn y la produceitn de sabor v aroma descados
para cada tipo de queso,

Un mililitro de leche destinada a4 la elaboracién de
queso debe . untener antes de su ccagulac.fn, de 4

a 1% millo-
nes de bacterias acidolécticas. (13)
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3.1.7.1 Crecimlento bacteriano
3.1.7.1.1 PFactores de crecimiento bacteriano

Una gran diversidades de los microorganismos que han
sido identificados e integrados a la taxonomfa bacteriana, se
han diferenciado por alguna caracteristica nutricional, de ti
po metabBlico o biofisico. Es por ello que en los manuales
de bacteriologfa muchas de estas caracteristiccas, ademis de
la morfologlia de grupo, se utilizan para describir y distin-
guir a las distintas especies microbianas (ver 2.8,3).

Los factores de crecimiento de alguna especie bacte-
riana pueden comprender:

A. Factores orgdnicos de crecimiento (4cidos grasos,
amino&cideos, carbohidratos, vitaminas, materilas
nitrogenadas no proteicas, etc.).

Los &cidos grasos presentes en la leche, asf{ como
otras substancias que les acompafian se describieron someramen
te al tratar de la materia grasa (ver 2.3). De manera simi-
lar, los carbohidratos también fueron mencionados en 2,8.1;
los aminoicidos y las protefnas se mencionarén m&s adelante.

Las materias nitrogenadas no proteicas (importantes
en la nutricién bacteriana), son substancias de moléculas pe-
quefas que pertenecen a varias familias quimicas (...) En la
leche de los rumiantes no representan mds gque una pequeila par
te del nitrbgeno total, del 5 al 7% como término medio, (1)
En la leche de vaca estas substancias varfan anpliamente.

Los componentes de esta fraccifn protfdica son numero
8053 cada uno de ellos se encuentra, pues, en cantidades muy
pequenas, 1l m8s abundante es un producto de desecho, la
urea, su presencia en la leche de vaca se halla en la propor-
cién media de 0.25 ¢g/1t o sea mlg de 1/10 de esta fracci6bn,
Pero se encuentran también substancias que tienen un papel im
portante en la biosfntesis de los componentes caracterf{sticos
de la leche, en especial los nucleftidos y las substancias
gque constituyen sus precursores, como las bases nitrogenadas,
el 8cido orético, etc,(...) el contenido de estas substancias
en la leche de vaca es escaso, pero en cambio contiene fcido
or6tico en una proporci6n relativamente elevada., Puede decir
se que existe upa relacibn entre el contenido de nitrégeno no
proteico de la leche y la sintesis proteica a nivel de gléndu
la mamaria. (1)
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La leche contiene amino&cidos libres. En la leche de
vaca el mis abundante es el 4cido glutdmico (30-50 mg/lt);
existe igualmente lisina asf como glicina y valina en cantida
des variables de 5 a 10 mg/lt para cada uno; se encuentran
también presentes otros amino&cidos en cantidades mis peque-
fRas, Ademds, la leche contiene é&steres fosf6ricos de estos
aminodcidos y substancias afines, como fosfoserina, fosfoeta-
nolamina, etc. Uno de estos ésteres abunda especialmente en
la leche de vaca, se trata de la fosfogliceroetanolamina (50
mg/lt) . En esta fraccién no parecen existir polipéptidos.

(1)

Probablemente el &cido glutdmico es la primera fuente
de nitr6geno para la nutricién de las bacterias, puesto que

su proporcifn decrece bastante r&pidamente en la leche conser
vada.

El calentamiento de la leche a temperaturas de esteri
lizacib6n provoca un aumento considerable del contenido de ma-
terias nitrogenadas no proteicas, como consecuencia de la de-
gradacifn de las protefnas. (1) [Esto tiene especial interés
en la leche de cultivos.

B, Necesidad de factores inorginicos (oxfgeno, anae-
robiosis, bifxido de carbono, iones inorgénicos,
oligoelementos, siderocromos y transporte de fie-
rro, etc.). )

La leche contiene un buen nimero de elementos traza
(elementos vestigiales, oligoelementos), tales como molibde-
no, zinc, cobalto, cobre, magnesio, etc, que estimulan el de-
desarrollo de las bacterias acidoldcticas. (13)

Los _iones inorglnicos que se necesitan en cantidad,
son el pog~3,el K+, el Mg++, y también, en ausencia de una
fuente inorgdnica de N y S, el Ny y el 504-2, (10)

C. Necesidades ffsicas e 16nicas (temperatura, pH,
hal6filos, agua).

La mayor parte de las bacterias pueden crecer por en-
cima de una temperatura de 30°C o mis, sl bien existe una zo-
na muy estrecha en la que el crecimiento es Sptimo, (10)

Existen, naturalmente, las temperaturas minima y méxi
ma de crecimiento,

Los lfmites térmicos pava el crecimiento de un orga-
nismo son una caracterfstica estable de ygran valor taxondmico,
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En general, las bacterias se clasifican en meséfilas, psicrd
filas y term6filas. La mayorfa son meséfilas (ver 1.5).

Las bacterias psicré6filas, que son principalmente
pseudomonas, toleran temperaturas muy bajas, sin que ello im
pligque que las bajas temperaturas sean las Sptimas para es-
tos organismos: la temperatura 6ptima se sitfa en los 29°,
peroc son capaces de multiplicarse a un ritmo adecuado inclu-
so a 0° (...) En cambio, las terméfilas (principalmente ba-
cllos) presentan temperaturas Sptimas de hasta 50 a 55°C, y
pueden tolerar temperaturas hasta de 90°C, (10)

La temperatura 6ptima de crecimiento, por lo regular
definida como la temperatura en que la multiplicacifn es mis
ripida, s6lo es unos grados menor que la mixima. (7)

En la valoracién de los efectos de la temperatura en
la actividad microbiana es esencial especificar exactamente
lo que se estudia, dado que la temperatura 6ptima de creci-
miento no siempre es la mis favorable para otro tipo de acti
vidades. Esto puede atribuirse en parte a los distintos pun
tos térmicos Sptimos de varias enzimas, y en parte a la ma-
yor toxicidad de &cidos y otros productos de desecho a tempe
raturas mayores. (7)

(...) Se ha demostrado que cuando se inactiva por ca
lor alguna enzima microbilana esencial, se puede lograr el
crecimiento del microorganismo a una temperatura elevada por
deméds desfavorable, al afadir el producto normal de dicha en
zima al medio de cultivo. (7)

»l efecto de la temperatura en el crecimiento micro-
biano es complicado; podrfa expresarse, en términos mis sen-
cillos, como la resultante de dos actividades opuestas. Las
vaelocidades de las reacciones enzimiticas, a semejanza de
las de cualquier accién quimica, varfan directamente con la
temperatura, Son lentas a temperaturas bajas y se aceleran
a medida que se eleva la temperatura. Los fenfmenos de de~
gradacién; v. gr.: desnaturalizacién de las proteinas, in-
clufdas enzimas, son pocos a temperaturas bajas y se hacen
notables cuando se llega a temperaturas moderadas, y ya en
ellas aumentan r&pidamente. La diferencia entre la activi-
dad beneficiosa enzimtica y la desnaturalizacién nociva es
mayor en la temperatura Sptima para el crecimiento, en tan-
to que en la temperatura mixima de crecimiento la actividad
destructiva es tan rdpida que equilibra los fenGmenos de
anabolismo vy se interrumpe el crecimiento. (7)

El crecimiento y la actividad microbianos son altera
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dos notablemente por el pH del medio, pero hay diferencias

amplias entre las necesidades de pH de especies. Estas dife
rencias reflejan las costumbres normales y hdbitat de los mi
croorganismos. Cada especie crece solamente en ciertos liml

tes de pH, y el crecimiento mds r4dpido o abundante aparece
en una zona limitada de pH &6ptimo. (7)

3.1.7.1.2 Curva de crecimiento

El conocimiento de las condiciones en las cuales las
bacterias se desarrollan presenta un interés tecnolégico con
siderable. Es lo que permite, especialmente, descubrir la
influencia del medio ambiente, escoger los medios m&s favora
bles a la multiplicacién de g&rmenes, definir la accifn bac-
teriost8tica o bactericida de los agentes inhibidores. (89)

En el sentido biol6gico del término, el crecimiento
significa el aunento de todos los componentes de la materia

viva, En el caso de los microorganismos, este aumento resul
ta de dos fenSmenos: (89)

e El aumento de la dimensién de las células antes
de su divisi6n.

¢ La multiplicacién del nGmero de células.

Estos dos fenfmenos tienen lugar alternativamente a
un ritmo muy répido, en tanto los microorganismos presenten
la facultad de sintetizar los constituyentes celulares, de
dividirse y de sobreponerse a las modificaciones del medio
que resultan de su desarrollo.

El crecimiento de las bacterias sge define pori (89)

¢ El tiempo da qencracidn (G) quo expresa el tiempo

requerido para que una célula produzea dos uélu-
las hijas,

e lLa tasa de crecimiento {(C) «que expresa el nmero
de divisiones por unidad de tiempo,

£l tiempo de generacibn ¢ puede ser determinado f4-
cilmente, Al ritmo de multiplicacién mdxine, se considera
que un nfimero No de bacterias qgenera después de una biparti-
ci6n No % 2 bacterfas y despubs de (n) biparticiones No x 2D
hacterias. (89) (51 una bacteria prodice 2, €stas a su vez
4 y €stas 8, ete,, lo que significa un crecimfento exponen-
cial vue se expresa M. Cuopplifoddose para la souacifing
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n=20, 29=1; n=1, 21 = 2; 22 = 4, etc.; lo que quiere de
clr gue si no hay biparticién, el nGmero de c€lulas permane-
ce constante (una bacteria), si hay una biparticidén, habri 2
células, 2 biparticiones, 4 cé&lulas, etc.

Estas (n) biparticiones se producen durante el tiem-

po (t) y son el origen de la formacidén de un nfmero Nj de cé
lulag.

De donde:

n n_ 1
N1 No x 2 y 20 = o

Si partimos de una sola célula inicial (No = 1), la
ecuacién 2N no se modifica Ny = 1 x 2R; Ny = 20; pero como
el n@mero inicial de células es mayor: No = 2, No = 3, etc.
este nlmero debe multiplicarse por 20,

De la ecuacidén 2N = EL puede obtenerse otra ecuacién,
o

tomando logaritmos de base 10 a ambos miembros de la ecua~
cibén:

Ny
log (21) = log No

El logaritmo de un ndmero elevado a una potencia (n),

es igual al logaritmo base 10 del nfimero, multiplicado pox
la potencia (n).

El logaritmo de un coclente es igual al logaritmo
del dividendo menosg el logaritmo del divisor.

Entonces: (leg 2) n = log Ny - log No

de donde el nfimero (n) de biparticiones observadas durante
el tiempo (L), se calcula:

log N1 - lag No
l" &R . i W\ra-(j"—i}‘”“ SN

El tiempo de generacifn es entonces: G = A

varfa segfn las bacterias, pero se sitda frecuente-
mente para la mayorla de los gépmenes que interesan a la in-
dustria ldctea, alrededor de 20 a 30 minutos, cuando las con
diciones de cultivo son favorables. (89) Algunas bacterias
de inters como el Mycobacterium tuberculosis, tienen un
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tiempo de generaci6n mucho mds elevado; de 13 a 15 horas.

Supongamos que al cabo de 60 minutos después de ha-
ber sembrado 8 bacterias en un medio de cultivo, el recuento
celular nos da 64, entonces el tiempo de generacibén seré:

No = 8 células log N, - log No
N, = 64 cBlulas n = Tog 2
n o= log 64 - log 8
log 2
_ 1.806 - 0.904
0.3
n=213

(lo que en términos de biparticién celular Nj = No x 2R, sig
nifica: 64 = 8 x 2n ; n = 3),

Sler

El tiempo de generacién G = =, serd:

G = gg = 20 minutos

L.a tasa de crecimiento (C), se expresa por la inver~
sa del tiempo de generacidén. (89)

= B
C=%

Esta tasa de crecimiento, gue traduce la actividad
biosint8tica de los microorganismos aumenta progresivamente
en cuanto son llevadas al interior del medio de cultivo, pos
terjformente la tasa permanece constante durante el tiempo en
que las bacterias estdn en perfodo activo de multiplicacién,

En el ejemplo anterior significa:
C = g5 = 0.05,

es decir, la tasa de crecimiento es 5 centésimas del perfodo
de reproduccién por unidad de tiempo.

La evolucién de un cultivo microbiano sembrado (o
inoculado) en un medio favorable puede describirse por una
curva de crecimiento cuya trayectoria presenta ciertos ras-
gog caracter{sticos:
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en donde:

n

fase de latencia

fase de crecimiento exponencial o fase de multi
plicacién méxima -
c) = fase mé&xima estacionaria

d) = fase de declinacién

a)
b)

i

La fase llamada "de latencia", que sigue a la inocu-
laci6n y que dura generalmente dos a tres horas, es decir,
el tiempo que transcurre entre la inoculacidn y el momento
en que la multiplicacién llega a ser mixima y constante, La
duracifn de esta fase estd influfda por numerosos factores.
En un medio mal adaptado, puede prolongarse 24 horas o més,

De igual modo, cuando las bacterias han sufrido da-
fo (accién del calor, “wl frfo, de inhibidores...), la fase
de latencia puede encontrarse considerablemente alargada.
Finalmente, la edad de las bacterias constituyentes del
in6culo no es indiferente., Gérmenes jSvenes, de dus a tres
horas de edad, es decir, proveniaentes de un cultivo en pleno
desarrollo, se multiplican inmediatamente en el medio a una
velocidad méxima, Los mismos gérmenes, con seis horas de
edad o mucho mis, se multiplican mucho mds lentamente. (Lam~
bin y German, citadus por 89) Este fenfmeno se atribuye ge-
neralmente a deficlencias en enzimas o en intermediarios me-
tabflicos cuyas concentraciones deben restablecerse por sin-
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tesis para que las c&lulas alzanc2n la tasa normal de creci-
miento. Contrariamente, én algunos casos, la causa del fené
meno es diferente. La mayorfa de los gérmenes inoculados
pueden ser incapaces de desarrollarse en el nuevo medio, Gni
camente algunas c&lulas mutantes estin en posibilidades de
hacerlo. Es solamente hasta que la descendencla de estas cé
lulas predomina, que el crecimiento maximo se desarrolla.
(Sstanier y col., citado por 89)

Las esporas constituyen las formas bacterianas sus-
ceptibles de permanecer en estado de latencia durante mucho
tiempo, varios dfas e incluso varias semanas.

En el curso de la fase de latencia se registra una
aceleracifn progresiva de la tasa de crecimiento hasta que
esta alcance el valor mdximo que caracteriza la segunda fase
de la curva de crecimiento. (89)

Fase de multiplicacifén mdxima o fase logarftmica,
llamada aGn fase exponencial. El tiempo de generacién alcan
za su duracifén minima y la tasa de crecimiento se mantiene a
un valor constante. La concentracién del medio en g€rmenes
aumenta regularmente segdn una progresién geométrica. Si se
traduce este aumento en una grafica, establecida en coordena
das semilogaritmicas, se obtiene una recta (ver la figura an
terior)., La pendiente de esta recta depende de la tasa de ~
crecimiento, influenciada a su vez por numerosos factores:
composiciétn del medio, pH, rH, temperatura, presién osmética,
etc. La tasa de crecimiento estd influenciada tambifn por
la naturaleza de los gérmenes (89) (mes6filos, terméfilos o
psicr6filos). La fase logarf{tmica tiene una pendiente cons-
tante para cada una en un medio dado (...l)

La fase de multiplicacién méxima dura generalmente
cinco a ocho horas, en condicienes 8ptimas; posteriormente,
el medio es menos favorable en razén de la acumulacitn de
substancias metabB8licas ms o menos t6xicas., La tasa de cre
cimiento disminuye entonces y hacia la treintava hora, la
multiplicacidn parece detenerse, La fase estacionaria méxi-
ma del cultivo es alcanzada, (89)

54 las c€lulas que crecen de forma exponencial en un
medio rico en nutrientes, son trasladadas a un medio 1dénti-
co, recién preparado, la fase de retraso no aparece (...)
Uno de los factores gue favorecen la aparicién de una fase
de retraso es la inhibicién del crecimiento por accibn de
contaminantes en el medio -por ejemplo, jabén o iones met&li
cog pesados. (10) (Ver m&s adelante: 3.1.7.3.4 Presencia
de antibifiicos y antisBpiicos).
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Fase estacionaria maxima, caracterizada por el mante
nimiento del n@merc de células vivas en un valor méximo y
constante. Este valor expresa el rendimiento segfin el cual

los nutrimentos del medio son transformados en materia celu-
lar.

Fase de declinacibn, que corresponde a la disminu-
cibén progresiva del nGmero de c&lulas vivas debido a la re-
duccibn de ciertos constituyentes nutritivos del medic o a
la acumulacibén de productos t6xicos del metabolismo microbia
no. Comunmente se establece una tasa de mortalidad constan-
te y el nGmero de sobrevivientes disminuye exponencialmente,
En algunos casos, los gérmenes sobrevivientes pueden, en un
momento dado, iniciar una nueva fase de multiplicacibén utili

zando los productos liberados en el medio por lisis de las
células., (...89)

3.1.7.2 VPreparacién de los fermentos

La microbiologfa es definitivamente una de las cien-
cias auxiliares mAs importantes de la lactologla.

El efecto de los microorganismos en la leche y pro-
ductos lacteos se distingue por los aspectos de tecnologla,
alteraciones e infecciones e intoxicaciones alimentarias
{ver 2.,1.1).

Impedir que ocurran alteraciones en la leche o los
productos, eliminar el riesgo de enfermedades y emplear inte
ligentemente las propiedades de los distintos microorganis-
mos en la tecnologfa de alimentos, constituyen la participa-
cidén mis valiosa de la microbiologfa y ciencias afines,

3.1.7.2,1 Consideraciones previas

La preparacibn de fermentos es un magni{fico ejemplo
del uso inteligente de los microorganismos; demostrado el ca
récter imprescindible de las bacterias lécticas en la elabo-
racibn de queso, debe procurarse tode el conocimiento que
sea posible para aprender a controlarlas (identificacién,
susceptibilidad a antibifticos, condiciones de temperatura,
pH, nutrimentos, etc,}). En este inciso mencionaremcs breve-
mente otros aspectos del wmundo microbiano.

Existen, para los estreptococos y lactobacilos, la
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clasificacién de Lancefield y Sharpe, respectivamente. Am-
bas son completamente independientes una de otra. Se trata
de clasificaciones serolfgicas. (La evidencia e identifica-
cién de clertos componentes bacterianos llamados antigenos
~con poder inmunizante-, permite la "tipificacién" de las
cepas Y el establecimiento de una clasificaci6n serolégica).

Ademds, las bacterias pueden tipificarse y/o clasifi
carse de acuerdo con sus caracteres citomorfolégicos, fisio-
l6gicos o bioquimicos.,

En la préctica, se encuentran frecuentemente muchas
dificultades para designar una cepa de bacterias l4cticas
aisladas de un producto licteo., La identificacibén es un tra

bajo delicado reservado a los laboratorios especializados.
(1)

A. Caracteres Citomorfolégicos

La ldentificacién de las bacterias por observacién
al microscopio debe hacerse con precaucién. Existen varias
causas de error:

e Modificacibén de la forma de las cé&lulas, como con
secuencia de un cambio importante en las condicio
nes del medio; por ejemplo, pase de un medic s611
do a un liquido. (1)

e Efectos de coloracibn; algunas bacterias alarga-
das, especlalmente de los Corynebacterium y de
los bastoncitos encapsulados, pueden parecer es-
treptococos,. (1)

e Un cultivo muy viejo, originalmente grampositivo,
puede aparecer gramnegativo,

e [tc,

B, Caracteres Fisiolégicos

e Temperatura de crecimiento y de actividad. De es
pecial interés es la posibxlidad de cultivo a tem
peraturas relativamente bajas (10-15°C) o relati-
vanente altas (45°C),

El grado 6ptimo no siempre es el mismo para las
diferentes actividades; por ejemplo, algunos es-
treptococos lActicos dan un aroma mids pronungiado
a una temperatura inferior a la 6ptima para su
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crecimiento y produccién de &cido. Es igualmente
necesario considerar la temperatura limite del
crecimiento y la resistencia al calentamiento,
(1) En la produccién de queso tipo Oaxaca sgse uti
lizan especies mes6filas, activas entre 20 y 30°C.

La inhibici6n por el cloruro de sodio a concentra
ciones de hasta 6.5% es un cardcter importante,

Variaciones en las exigencias nutricionales. Da-
do que se trata de especies muy exigentes, los me
dios utilizados para el cultivo de las bacterias™
lacticas, deben ser may ricos en vitaminas, amino
Scidos y sales minerales.

Etc.

Caracteres Bioquimicos

La produccién de gas carbfnico (fermentacién ga-
seosa de los azficares), distingue a las especies
heterofermentativas (ver 2.8.2.3).

Actividad proteolftica. Las bacterias l4cticas
tienen una accidén proteolitica muy limitada duran
te la preparacibn y utilizaci6én de los fermentos.
No ocurre lo mismo en las cuajadas de queseria,
donde la accifbn de sus proteasas se anade a la
del cuajo para degradar la casefpa. (1)

Una reacci6n de degradacién de los aminodcidos re
sulta Gtil para la determinacién de las especies;
se trata de la hidr6lisis de la arginina con pro-
duccién de amoniaco (desaminacifn), dque se pone
de manifiesto con el reactivo de Massler. (1)

Acidificacifn, La aptitud de una cepa determina-
da no se mide solamente por el méximo de acidez
que puede producir, es necesario conocer también
la velocidad de la acidificacidén (...) El volu-
men de la inoculacién influye sobre el resultado.
Es indispensable observar condiciones bien estan-
darizadas, (1) y poder obtener curvas de creci-
miento y acidificacidn,

El poder acidificante estf en relacifn con la re-
sistencia de cada cepa en los medios &cidos., Los
estreptococos, que producen de 0.5 a 1% de 8cido
y rebajan el pH hasta 4.5, no soportan la acidez
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producida por los lactobacilos; estos (iltimos pue
den rebajar el pH hasta 3.5. (1)

e Variabilidad de las cepas. Durante perfodos de
tiempo prolongado, ciertas cepas varfian su poder
acidificante, mientras que otras presentan una
buena estabilidad. Por otro lado, pueden presen-
tarse variaciones bajo la influencia del modo y
del medio de cultivo, (1)

e Viscosidad de los cultivos, Es interesante cono-
cerla cuando se trata de cepas para la crema de
consumo, para las leches fermentadas y para los
quesos de pasta fresca la viscosidad depende de
las propiedades de la cepa; la acidez alcanzada,
asf! como la temperatura de pasteurizacibn de la

leche o de la crema, tienen también una influen-
cia comprobada.

e Produccitn de substancias aromiticas. Se busca
especialmente la produccién de diacetilo.

La produccién de acetofna (acetil-metil-carbinol)
estd limitada a algunas cepas de estreptococos:
en general es lenta; este cuerpo se pone de mani-
fiesto (bajo su forma oxidada, el diacetilo) gra-
cias a reacciones coloreadas muy simples, espe~
cialmente la de Voges-Proskauer (produccifn de co
loracifn roja debida a la reaccifn del diacetilo
sobre un grupo guanfdico, en medio alcalina).

® lLa actividad reductora (estreptococos).
e Itc.

Adem8s de los asgpectos anteriores, debe considerarse
la sensibilidad frente a los bacteridfagos y otros factores
de inhibicibén gque mencionaremos mis adelante,

3.1.7.2.2 Bacterias productoras de 8cido léctico

Las bacterias productoras de &cido léctico se mencio
naron en Acidez (2.8) estableciendo, conforme al Manual Ber-
gquey's, las principales dos familias de bacterias (Strepto~
noccaceae y Lactobacilaceae) y las especies de interés de ca
da una, Conviene ahora mencicnar otros aspectos.

Layw caracterfsticas de cada grupo bacteriano o de al
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guna especie en particular, la distinguen para la elabora-
cién de un determinado tipo de queso,

Algunos quesos requieren la concurrencia de varias
especies de microorganismos, que actdan por turno o conjunta
mente; otros, Gnicamente requieren las bacterias acidifican-
tes de uso comfin, sea en cultivo puro o como mezcla de va-
rias cepas. A su vez, las cepas pueden ser de las llamadas
homofermentativas o heterofermentativas (ver 2.8.2.3) a la
temperatura empleada en su propagacién,

Las mds empleadas en queserfa y que se utilizan in-
dustrialmente para la elaboracién de queso tipo Oaxaca, son
cepas homofermentativas. Las especies principales son: 8.
lactis y §. cremoris (ver 2.8,3.1.1). -

Conviene que los fermentos lActicos estén constitui-
dos por diferentes cepas de una misma especie bacteriana, a
fin de que contengan la que, de acuerdo con la aptitud de la
leche para el desarrollo microbiano, crezca mejor en las con
diciones prefijadas. -

Estreptococos

Respecto a los lactobacilos y aparte sus caracteres
morfolégicos, los estreptococos se distinguen por una acidi-
ficacidn mds moderada de la leche (de 0.5 a 1% de &4cido léc-
tico para las especies homofermentativas), aunque la produc-
cifén de &cido se iniclia a mayor velocidad., El pH alcanza
justamente el punto isoeléctrico de la casefna (4.6). La ac
tividad proteolitica de los estreptococos es en general dé-
bil, su equipo enzimdtico no contiene protefnas ni peptida-
sas activas, en la mayor parte de las especles,

Las cepas de estreptococos utilizados para la siem~
bra de las cremas y de las leches en queserfa (pastas fres-
cas y pastas blandas), pertenccen a las especies lactis, cre
morig y dilacetilactis, Cuando se cultivan en la leche, en-
tre 20 y 30°C, se obtiene un cofigulo firme, homogéneo, sin
exudacidén de suero; pueden presentarse algunas pequehas bur-
bujas de gas a 30°C, pero nunca a 20-24°C. (1)

Parece que exigte un antagonismo entre los estrepto
cocos lécticos y las bacterias del grupo Coli; asf, por ejem
plo, la produccifn de gas en la leche por estas dltimas, pue
de impedirse, sl al mismo tiempo se siembra una cepa vigoro-
sa de estreptococos, en cantidad suficiente (...) Ho es
clerto que se trate en todos los casos de la detencifn del
crecimiento de las bacterias coliformes por descenso répido




192

del pH; es posible que su metabolismo se modifique en presen
cia de los estreptococos, ya que précticamente no producen
gas,

Algunas cepas de estreptococos licticos producen
substancias con propiedades inhibidoras frente a cierto ntime
ro de especies microbianas; estas cepas pertenecen a las dos
especies S. lactis y S. cremoris (1) (ver mds adelante).

5. lactis puede diferenciarse del S. cremoris (entre
otras cosas), por su habilidad para crecer a 40°C en un me-
dio que contenga 4% de cloruro de sodio y a un pH de 9.2, §.
cremoris no crece bajo estas condiciones. (1) -

Las bacterias del género Leuconostoc (ver 2.8.3.1.2),
se caracterizan por una fermentaci8n gasecsa de los azfcares,
con producci6ébn de CO) y acetofna; forman dcido ldctico inac-
tivo en débil cantidad; son poco acidificantes.

Los lactobacilos {inciso 2.8.3.2), acidifican la le-
che menos r4pidamente pero mds acusada que los estreptococos;
se encuentran en este grupo los mayores productores de 4dcido
l8ctico, hasta del 2.8%. Los lactobacilos soportan valores
de pH muy bajos, hasta del 3.5, Poseen actividad caseolfti-

ca marcada, en general, debido a la presencia de protefnas
activas. (1)

La clasificacién y rasgos distintivos de las espe~
cies de interé&s en cuanto al tipo de fermentacién y tempera-
tura de crecimiento fueron mencionadas con anterioridad.

Los lactobacilos heterofermentativos que se encuen-
tran en la leche, se desarrollan m&s lentamente y producen
poco dcido (0.5% como mfAximo), &n forma de una mezcla de 4ci
dos léctico, succinico, etc,; producen también un poco de al
cohol. 8Su caracterfstica dominante es la produccién de gas
en cantidad importante durante la fermentacifn de los azfica-
res, 8u Intervencién en la industria lechera es nefasta,
puesto que pueden provocar el hinchamiento precoz de la cua-
jada o del queso recientemente fabricado, Estos lactobaci-
los son aportados a la leche por el cuajo o por restos vege-
tales, (1)

3,1.7.2,3 Seleccibn y adquisicién del cultivo convenfente

Una vez establecida la necegidad de adicionar las
bacterias l&cticas (mes@filas) a la leche de queserfa, debe
también determinarse la forma de cbhitenerlas en el momento en
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que se requieran. Para ello es importante distinguir las
distintas posibilidades y escoger la que se adapte mejor al
ritmo de trabajo, volumen de produccibn, personal e instala-
ciones de la planta transformadora, etc.

En términos generales, cuando se elabora una pequefa
cantidad de fermentos, destinada, a su vez, a preparar otra
cantidad més grande, se le llama Fermento Madre; la cantidad
mayor obtenida a partir del fermento madre se le llama Fer-
mento Industrial (puede haber fermentos intermedios). E1
fermento industrial es el que finalmente se emplea para ino-
cular o gembrar los vollmenes de leche pasteurizada de las
tinas de queseria. Sin embargo, en el comercio existen dife
rentes presentaciones de cultivos lécticos mes6filos (liqui-
dos, desecados o liofilizados), que se adaptan a las necesi-
dades del productor. Los hay que pueden emplearse directa-
mente para grandes cantidades de leche destinada a la fabri-
cacién de quesos, eliminando la propagacién del cultivo ma=-
dre o la preparacién de cultivos intermedios: se componen de
una gran cantidad de bacterias productoras de &cido y son
congeladas con nitr6geno lfiguide. Su actividad se conserva
mejor cuando se guardan a ~70°C o més frios.

Los cultivos secados y congelados, 7ue requieren una
o dos propagaciones para activarse (cultivo madre) o que en
mayores canhtidades puede emplearse para preparar el fermento
industrial, son otro tipo de presentaci6n comercial, El em-
pleo de estos cultivos (liofilizados), tiene la ventaja de
que pueden enviarse por correo, sin refrigeracién, con una
ligera pérdida de actividad. De preferencia deben almacenar
se a temperaturas menores a la congelaci6n, aunque la tempe-~
ratura regular del refrigerador también ayuda a mantener su
actividad. FEn algunas presentaciones (americana, por ejem-
plo), un sobre que contenga 2 gramos aproximadamente de cul-
tivos desecados y congeladas, es suficientemente activo para
inocular 632 ml de leche para preparar el fermento madre o
bien 37.9 litros de leche para preparar el fermento indus-
trial sin pasar por ol cultivo madre, pero alargando el tiem
po de incubacibn.

lay al menos 40 tipos distintos de cultives iniciado
res para las fermentaciones de la leche que tienen una marca
da morfologfa y diferente utilidad. (31) Actualmente, los
queseros pueden procurarse y utilizar en excelentes condicio
nes fermentos seleccionados de bacterias l4cticas, hongos,
bacterias alcalinizantes, bacterias propidnicas, etc,

Los cultivos 18cticos pueden componerse de una o mdl
tiples cepas de distintas bacterias,
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Las cepas y especies son seleccionadas por su veloci
dad de crecimiento y produccién de &cido lactico, por su aro
ma y produccibn de COj, por sus caracteristicas de resisten-
cia a los bacteri6fagos y algunos por su habilidad para

crear fermentaciones viscosas o hiladas en algunos alimentos
l4cteos. (31)

Los cultivos liquidos presentan la ventaja de ser
utilizables inmediatamente porque los gérmenes pueden conser
var su actividad durante varios dfas a condicidn de que sean
mantenidos a 5°C antes de alcanzar 65 a 70°D (...89) Ademis,
la ventaja de tener alta resistencia a los bacteritfagos
(ver mis adelante), ser buenos y confiables como adherentes
0 como recurso en casos de emergencia., (31) Sin embargo,
son mis caros que otros tipos de cultivos.

Los cultivos en polvo son cultivos liquidos que su-
frieron desecacién, sea por secado en una instalacifn de ti-
po spray o por liofilizacién. En el primer caso, el secado
debe realizarse con muchas precauciones para no destruir una
proporcién masiva de gérmenes. El aire caliente que penetra
en la instalacién no debe poseer una temperatura superior a
85°C, Se pueden preservar entonces m&s all8 del 50% de los
gérmenes presentes iniclalmente en el cultivo liquido. El
secado no interviene generalmente sobre el cultivo solo, si-
no sobre su mezcla con almidbn o leche seca a fin de reducir
su humedad para obtener rdpidamente un polvo, cuyo contenido,
suficientemente elevado de materia seca, lo protege de la ag
cibn bactericida del calor. (89)

La liofilizaci6bn es un procedimiento mfs reciente
que consiste en secar el cultivo liquido previamente congela
do, por sublimacién al vaclfo. (89)

La liofilizacifn estf basada sobre el simple princi-
plo fisico siquiente: mientras m&s bhaja es la presién de un
lfquido, més bajo en su punto de ebullici6bn. A la presién
atmosférica el agua hierve y se evapora a 100°C; pero si se
disminuye la presifn, la temperatura de evaporacién descien-
de al mismo tiempo (...) a una presi6bn inferior a 4.5 mm de

mercurio, el punto de ebullicién del agua es inferior a 0°C,
(39)

Consecuentemente, s8i se coloca agua en uh espacio ce
rrado y se extrae el aire, el agua inicia la cbullici6n con™
mayor intensidad a medida que la presién baja en el espacio
cerrado, (39) HNo obstante, cuando la presiféin gea inferior a
4.5 wm de mercurio el agua no evaporada se congelari.
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Si, inversamente, se congela el lfquido para colocar
lo bajo vacfo elevado, se produce una evaporacibén en la su-_
perficie del lIiguido congelado hasta el momento en gue la
temperatura de ese liquido haya disminuido para alcanzar el
valor correspondiente a la presifn existente. (39)

Para obtener la evaporacién del agua de una substan-
cla congelada bajo vacio elevado, se requiere proveer conti-
numanete de calor, y simult@neamente, eliminar el vapor que
se produce, La liofilizacidn permite fabricar cultivos se-
cos, cuyo contenido en bacterias viables nuevamente es del
mismo orden que el de los cultivos lfquidos. (39)

El inb6culo puede ser sensiblemente reducido y la
reactivacidén de los cultivos es muy répida porque el primer
subcultivo obtenido a partir del polvo lioflizado presenta
ya una actividad conveniente.

La siembra directa de la leche de fabricacién con
cultivos liofilizados presenta algunas dificultades porque
las bacterias tienen una fase de latencia demasiado larga.

3.1.7.2.4 Lugar de trabajo

Antes de mencionar los aspectos de mayor interés pa-
ra la preparacién de los fermentos licticos, debemos, dada
su importancia, establecer brevemente las caracteristicas
del lugar de trabajo.

Debe procurarse un &rea que siempre se mantenga lim-
pia y que ofrezca proteccifn contra la contaminacién; de pre
ferencia, alejada del 8rea de producci6tn o bien con una en-
trada independiente o no comunicada con la planta, para evi-

tar la entrada de les microorganismos gque en ella se encuen-
tran,

El lugar debe destinarse exclusivamente a la prepara
c¢ifn de los cultivos. No debe haber corrientes de¢ alre y de
ser posible, disponer de aive tiltrado, éste deberd ser for-
zado al interior del frea para lograr una presibn mayor que
en las freas vecinas,

Todo el equipo necesario deber8 colocarse dentro del
&reca de trabajo cuyos pisos, paredes y techos deben ser de un
material que resista la sanitizacibn y lcs distintos trata-
mientos bactercididas, (53)




196

En la preparaci6n de los cultivos y su propagacién,
ge usan diversos continentes, los miAs usuales son recipien-
tes de vidrio resistentes al calor, como los matraces de Er-
lenmeyer, provistos de un tapén de rosca o tapados con abun-
dante algod6n envuelto en malla y/o papel; que ofrecen, ade-
n4s, la ventaja de poderlos enfriar ripidamente sin riesgo
de que se rompan.

Debe evitarse, en todo momento, que los fermentos
entren en contacto con la atmésfera, pues en ella estédn pre-
sentes siempre microbios en cantidades variables.

Los recipientes que contengan la leche y donde se
realicen las inoculaciones, deben estar estériles o perfecta
mente lavados y desinfectados. La operacién deberd reallzar
se con la mayor higiene posible por parte del operador y tra
bajando siempre en presencia del mechero de gas o una lampa~-
rilla de alcohol en su defecto. Esto permite, ademés de
crear una corriente de alre caliente ascendente que impide
la caida de polvo y microbios, voder flamear los cuellos de
los recipientes y las pipetas o cucharillas de trabajo con
que se realizan las inoculaciones.

3,1.7.2.5 Fermento madre
3.1.7.2.5.1 Seleccidn de la leche

La seleccifén de la leche que servird para la propaga
ci6n de los cultivos l4cticos es muy importante. Frecuente-
mente se observan variaciones en la actividad de los culti-
vos, segn se emplec leche descremada en polvo rehldxatuda,
leche fresca descreme g
El porcentaje de W8V Tdos | 1¢ . Ta px@aenuxa %) auaencia
de grasa, la concentracién de vazxas gales minerales, etc.
de la leche, influyen el grado de acidez desarrollada, asf
como el sabor y el aroma producidos por los cultivos lécti-
cos (segfin log regquerimientos nutricionales anotados).

Cuando se utiliza leche descremada en polvo rehidra-

tadd que provxcno dc una bﬁéna ;utha Jtdcerddd y dvse(ddd a

sabor par los gulLqu; écti(u% e dltiuxu d@] quc 56 ohtlc-
ne con leche descremada fresca de buena calidad. Sin embar-
go, la cantidad de &¢idc formado en un perfodo dado de tienm-
pe y a una tenmperatura constante dependerd del contenido de

s6lidos. Mientras mds sflidos haya, el nlmero de hacterias
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viables y la cantidad de 8cido l&ctico serin mayores, aunque
el pH sea m&s alto (menos &cido) debido a la accién buffer o
amortiguadora de los s6lidos; esto favorece a su vez la via-
bilidad bacteriana. Por ello, si los cultivos l&cticos se
inoculan en una leche rehidratada con bajo porcentaje de s6-
lidos totales, el tiempo de incubacién debe ser menor para
evitar la pérdida de actividad bacteriana.

Una verdadera ventaja del empleo de la leche descre-
mada en polvo, es que puede ser probada de antemano.

La leche flufda descremada es la mis frecuentemente
empleada en la propagacién de los cultivos ldcticos; sin em-
bargo, el comportamiento de los cultivos puede variar dfa a
dfa dependiendo de la calidad, del contenido de s&lidos y
del tratamiento térmico. Generalmente, un alto contenido de
s6lidos no grasos es preferible para el crecimiento de los
cultivos l&cticos. (53) Las variaciones estacionales de la
composicién de la leche a menudo producen variaciones en la
proporcién de las bacterias que contiene el cultivo (leuco~
nostoc y estreptococos), pero la adicién de pequenas cantida
des de magnesio ~ un ml de una solucidn molar de sulfato de
magnesio al 0.02 por galén (3.785 1lt) de leche~ elimina la
variacién. (53)

Algunos cultivos producen mfs &cido en leche entera
que en la leche descremada. Se cree gque ciertas fracciones
estimulantes asociadas con la membrana del glf6bulo graso son
las responsables. La leche entera puede usarse satisfacto-
riamente en la propagacién de los cultivos cuando se ha obte
nido higiénicamente y ha sido cuidadosamente seleccionada
(ver 3.1.7.3). 8Sin embargo, e¢s conveniente someterla a prue
ba antes de utilizarla.

Leche con bajo contenido en calclo, Actualmenta,
los cultivos l8cticos son mds resistentes a la infeccifn por
bacteritfagos (ver 3,1,7.3.%), cuando son propagados en le-
che tratada con agentes que fijan los iones de calclo, que
en la leche regular o la leche descremada rehidratada, Remo
viendo el calcio de la leche o adiclonando fosfatos, oxala-
tos (oxalato de amonio 0,5%) o citratos gue lo fijen, el con
trol de los bacteridfagos es muy efectivo. La mayorfa de
los bacteri6fagos de los estreptococos licticos no se multi-
plican en un medio deficiente en iones de calcio porqgue el
calcio es necesario para la completa adsorcifn y penetracién
del bacteriffago en la cflula bacteriana. La repetida trang
ferencia de un cultive infectado por bacterififagos en un me-
dio pobre en calcio puede eliminar o liberar el fago del cul
tivo, Una concentracibn excesiva de los agentes fijadores
de calcio, necesaria para inhibir a los bacteriffadgos, retar




198

da o inhibe completamente el crecimiento de las bacterias
l4cticas,

Por otro lado, el grado de desarrollo y de &cido 159
tico producido por los cultivos l&cticos en un medio pobre
en calcio varia significativamente entre los cultivos.

3.1.7.2.5.2 Tratamiento térmico de la leche

Son varios los factores que deben considerarse para
seleccionar la temperatura y el tiempo a los gue se someterd
la leche gue va a utilizarse para la propagacién de los cul-
tivos licticos o la preparacién del fermento industrial.

El contenido bacteriano de las diferentes leches es
variable y la exposicién al calor debe seleccionarse de mane
ra que destruya tantas bacterias como sea posible. El trata
miento térmico elevado no siempre inactiva a los diferentes
inhibidores bacterianos que posee la leche cruda. Por otro
lado, el calentamiento puede mejorar las propiedades de la
leche como medio de cultivo.

El calentamiento de la leche a una determinada tempe
ratura y la proporcién de 8cido que desarrolla un cultivo

l3ctico en ella estd relacionada con el tiempo de exposicifn
al calor,

El tratamiento térmico Sptimo de la leche destinada
a la preparacién del cultivo varfa con el origen de la leche.
De este modo, en algunos casos, un calentamiento a 82° duran
te 10 minutos o 72° durante 40 minutos permite obtener ulte-

riormente el desarrollo mAximo de las bacterias ldcticas.
(88)

Diferentes experimentos en los que se mahejaronh las
variables temperatura y tiempo de exposicién condujero a re-
sultados satisfactorios desde el punto de vista prlctico en
la propagacibén del cultivo madre en lechc calentada a 120°

durante 15 a 20 minutos, o bien, a 90°C durante una hora,
(53)

En el curso del calentamiento que sg aplica a la le-
che {esterilizacibn a 120°C/20 minutos) se operan modifica-
ciones con respecto a su aptitud para el desarrollo microbia
no; entre otros, podemos citars N

® Destrucci6n de inhibidores naturales: aglutininas
y lactoperoxidasa (ver 1.3.1).
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e Desaparicién de substancias estimulantes natura-
les tales como aminodcidos y factores de creci-
miento, que puede deberse a descomposicién, o en
el caso de los aminodcidos, a la combinacién con
la lactosa o sus productos de descomposici6n,

e Aparicibn de substancias estimulantes o inhibido-
ras, como consecuencia de la descomposicién de

ciertos constituyentes de la leche, en particular
de: (1)

a) La betalactoglobulina, que hacia 80-90°C da

origen a sulfuros vol&tiles con propiedades
inhibidoras.

b) La lactosa, que en el curso de la esteriliza-
cibn en el autoclave o a temperaturas un poco
inferiores origina substancias estimulantes,
especlalmente &cido férmico.

¢) La casefna, que en las mismas condiciones da

origen a substancias estimulantes, péptidos y
amino&cidos.

e Efectos del calentamiento sobre la casefna.

Se ha dicho que la casefna es una proteina “natural-
mente desnaturalizada"; el calentamiento a 100° no provoca
perturbaciones revelables en el conplejo proteico que forma
la micela de caseina. (1)

Es preciso exponer las soluciones neutras de caseina
entera a temperaturas superiores a 100° para observar una de
gradacién notable. Tras un calentamiento de una duracién de
20 minutos a 120° (condiciones de la esterilizaci6én en auto-
clave), el 1.3% de nitrbgeno, el 9% de f6sforo y el 20% de
&cido sidlico se han liberado bajo forma no proteica (...)
Un calentamiento mis pronunciade provoca la desfosforilacién
total de la casefna (una hora a 135%°); as probable que todo
el 8cido sidlico se separe también en estas condiciones,
mientras gue solamente el 153% de nitrégeno se libera., El

fésforo se encuentra en forma mineral; se ha roto el enlace
éstexr con la caseina. (1)

La casef{na sengible al calcio (ag) se degrada con
mis intensidad que la casefna beta (ver 3.1.8.3).

Junto a las substancias nitrogenadas de molécula pe-
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gquefia, se forman tambié&n péptidos no dializables, de peso mo
lecular bastante elevado, A partir de la caseina kappa ca-
lentada a 120°C durante 20 minutos se ha obtenido un péptido
cuya composicibn en aminofcidos semeja a la del casefno-gli-
copéptido liberado por el cuajo. (1)

La respuesta de los diferentes g&rmenes es evidente-
mente muy variable seglnh su sensgibilidad a estas diversas
substancias de nueva formacién en la leche calentada.

La cantidad de leche destinada a la preparacibn de
los fermentos se distribuye en uno o varios matraces evitan-
do que su llenado sobrepase las dos terceras partes y se so-
mete al tratamiento térmico indicado, sea esterilizacién en
autoclave o empleando un bafo maria.

Si se trata de leche entera y el calentamiento se
realiza en un recipiente al bafo marfa, suele formarse en la
superficie del lfquido una ligera pelicula, constituida por
esporas de gérmenes resistentes al calor. Esta pelfcula de-
be quitarse con una cucharilla estéril con cuidado de no re-
mover el lfquido y disgregarla, pues de este modo se reinfec
ta el medio.

(Las pipetas que se utilizan para la inoculacidn pue
den esterilizarse en cl autoclave, en el horno, o bien sumor
girse en agua hirviendo).

3.1.7.2.5.3 1noculacibn e incubacitn de la leche

Antes de continuar debe tenerse presente que la mane
ra en que ge prepara el fermento madre reparcute sobre el i
fermento Industrial y la preparacién de este dltime repercu-
te gobre el producto final, Debe establecerse, lo mejor
que se pueda, la uniformidad en el trabajo para asegurar un
producto de calidad constante.

La forma de trabajar difiere notablemente de una
planta a otra en casi tados los aspectos; inclusive, el em-
pleo de bacterias meséfiltas puede variar dependiendo del la-
Loratorio y tipo de cepas con que se preparan los fermentos
en las distintas industrias. Por elleo, lo mds recomendable
es la experimentacin cuidadosa.

Después de analizar y cscoyer las cepas de uno o ms
laboraterios, en base a las caracrerfsticas deseadas de pro
ducaitn, la observacifn | atenlo sequimiento de)l proceso de
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elaboracién iniciado desde la recepcién de la leche, conti-
nda ahora en:

. La preparacién del cultivo madre
. La preparacibén del cultivo industrial

En su relacibn con la obtencién del producto final.

La interrelacifén que guarda el tratamiento de la le-
che (clarificacibén, descremado, pasteurizacibén, etc.) con el
fermento madre, el fermento industrial y el producto, consti
tuyen una cadena de efectos que culminan, en nuestro caso,
con la elaboraci6n de queso tipo Oaxaca. Unicamente la aten
ta observacibn y an8lisis de los factores indeseables y el
conocimiento de los procesos de elaboracién, permiten suge-
rir o instaurar modificaciones que mejoren la calidad del
producto.

Después del tratamiento térmico, la leche para culti
vos se enfria a la temperatura de inoculacién. La tempelatu
ra a la que se siembran las bacterias depende del tipo de ce
pa que se utilice. Hay cultivos que se inoculan entre 21 y
23°C, otros a 30°C,

El procedimiento a seguir para inocular correctamen-
te una leche con un cultivo comercial depende del tipo de
presentacibn (desecado, liofilizado, etc.,). Il fabricante
proporciona siempre las instrucciones para el manejo del en-
vage y del producto. Por ejemplo, algunos laboratorio espe-
cifican:

"Para inocularse, la leche del cultivo madre debe en
friarse a 21.1-22,2°C, La cantidad de leche para ipnocular
un sobre conteniendo aproximadamente 2 g del cultivo en pol-
vo, es de 632 nl", (53)

La inoculaci6én de la leche para la propagacitn del
cultivo madre requiere un procedimiento que la proteja de
cualquier contaminacién, de lo contrario, ésta se acentuard
en el fermento industrial. Deben esmerarse las precauciones
de higiene en todo momento.

Una de las ventajas de los cultivos gque se agregan
directamente a la leche e¢s que si algln tipo de contamina-
cif6n se introduce a la leche al tiempo de inocularla, no se-
ré transportada en las distintas propagaciones.

cuando se habla de la actividad de un fermento ge en
tiende por ello, la cantidad de 8cido elaborada en un lapso
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de tiempo dado y a una temperatura determinada. (39) La com
binacién de estos dos elementos en la incubacibén de los cul-
tivos, debe establecerse segfin el producto a elaborar, la
disponibilidad de personal y equipo y el ritmo de trabajo de
la planta transformadora; ademds de considerar, entre otros,
los siguientes aspectos:

. Tipo de leche.

. Tipo y caracteristicas de la cepa o0 cepas gque com
ponen el cultivo.

. Cantidad de in6culo.

. Velocidad de acidificacifén y edad del cultivo
(mientras mids fresco sea el cultivo sembrado, se-
r& mas activo).

.+ Velocidad de acidificaci6n deseada para el fermen
to industrial (en atencibn a la leche y cantidad
de inbculo acostumbrado, etc.).

. Etc.

Hay cultivos que se inoculan entre 21 y 23°C durante
12 horas aproximadamente o mds; otros se incuban a 30°C y al
cabo de 5 a 6 horas alcanzan el grado de acidez deseada (den
tro de los limites de tolerancia de las cepas utilizadas y
siendo constante la cantidad de inb6culo, a mayor temperatura,
menor tiempo de incubacidn y viceversa). Pueden, incluso,
hacerse combinaciones: incubar las primeras horas a una tem~
peratura que acelere la acidificaciédn y posteriormente dismi
nuir la temperatura, para evitar una produccibn excesiva de
dcido l&ctico.

Un fermento que ha alcanzado el mdximo de acidez re-
presenta un cultivo en declive, que contiene muchas cfilulas
muertas, (1) La mfAxima acidificacidén no coincide con ¢l mi-
ximo crecimiento.

La temperatura de incubacifn de los fermentos conge~
lados con nitrégeno liquido, puede variar entre 21 y 25°C de
pendiendo del tiempo de incubacidn deseado.

lL.a incubacién del cultivo termina cuando Gste alcan~
za el grado de acidez requerido, merced a la intervencifn de
todos los factores hasta aqui schialados. Para el fermento
madre, la acidez final suele ser alrededor de 70°D,

81 el cultivo no sube de acidez o se presenta otra
anomalfa en cuanto a olor, sabor, produccitin de gas o apa-
riencia, debe hacerse répidamente una investigacidn del fer-
mento.
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Cuando el cultivo no pueda emplearse de inmediato al
secarlo de la estufa, debe enfriarse ripidamente para evitar
que la acidez continGe desarrolléndose; para ello pueden su-
mergirse las botellas o frascos en agua con hielo hasta que
alcancen una temperatura cercana a 7°C y posteriormente guar
darse en refrigeracién hasta el momento de su utilizacién.
No deben guardarse mis de 36 a 4B horas.

Adem8s de la medida de acidez, la persona experimen-
tada en la preparacién de los fermentos, llega a reconocer
visualmente el momento en que un frasco con cultivos se en-
cuentra a punto, es decir, que presenta el grado de coagula-
cién deseada; es entonces cuando debe enfriarse para mante-
ner el balance de la cantidad de 4cido producida o de otras

substancias precursoras de aroma, asf como de la actividad
bacteriana,

Cuvando se trata de varias cepas en el mismo c¢ultivo,
deben considerarse las diferencias, per ejemplo, las bacte-
rias profuctoras de &cido ldctico son menos tolerantes al
4cido que las productoras de &cido c¢ftrico. Por ello, si se
desea incrementar la proporcidn de bacterias productoras de
&cido cftrico en un cultivo, el procedimiento usual es dejar

lo en incubacién un poco mis de tiempo después de obtenida ~
la coaqulacién de la leche.

La proporcién de las bacterias productoras de &cido
lactico en un cultivo, puede incrementarse disminuyendo el

tiempo de incubaci6n y enfriando el cultivo con menor adi-
dez. (53)

Para cultivar juntas diferentes cepas de una misma
especie o de diferentes especies, han de ser compatibles, es
decir, capaces de crecer unas al lado de otras sin perjudi-
carse mutuamente, Bs diffcil mantener en ellas la propor-
cibn deseada de unos y otros organismos (19) (ver 3.1,7.3.3).
Por este motivo se aconseja que se cultiven por separado las
cepas puras y no se mezclen sino hasta el momento de la ino-
culacién de la leche de queserfa o ¢n el momento de la prepa
racifbn del fermento industrial.

LEstos detalles y muchos otros se afinan durante la
préctica diaria atendiendo al tipo de queso u otro producto
lécteo que se elabore. No pueden describirse sino los con-
ceptos fundamentales del manejo de las bacterias y los pasos
de mayor importancia en la elaboracif6n de los fermentos., be
recomienda acudir a la litevatura general y a la que propor-
cionen los distintos laboratorios comerciales.

Una vez que €l cultivo ha adquirido las caracteristi
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cas deseadas, se aparta una pequena cantidad para su nueva
propagacibn y el resto se destina a la elaboraci6n de fermen
tos intermediarios o del fermento industrial.

La resiembra del culti.o se hace generalmente en ra-
z6n del 1 al 5% en leche sometida al mismo tratamiento té&rmi

co que la anterior y considerando nuevamente todos los facto
res enumerados.

(...) Es posible transferir cultivos durante muchos
aflos sin afectar sus cualidades. Varios fabricantes de que-
so han usado y transferido exitosamente un cultivo léctico
por mis de diez afos, pero muchas compaifas no pueden hacer
esto y la préctica corriente es el empleo de un nuevo culti-
vo iniciador liofilizado cada tres o cuatro semanas. (31)

3.1.7.2.6 Fermento industrial

En realidad esta operacidn se reduce a una multipli-
cacibén de las bacterias que existen en el fermento madre o
en el fermento intermediario.

Un fermento madre es un pequeno volumen de leche o
suero con cultivos que se transfieren diariamente en tres o
mis botellas de donde la mejor de ellas es seleccionada para
la produccién del fermento industrial. (32)

La funcién principal del fermento industrial que se
emplea para la fabricacifn de quesos es la produccitn de 4ci
do a lo largo de todo el proceso y durante la maduracién,

Una de las razones principales por las que nho so uti
liza directamento el fermento madre en la elaboracién de que
50 0 do atros productos Ydcteos es la economfa; una planta
que requiere muchos libros de fermento industrial al dfa ge-
nervarfa un gasto muy elevado con la compra de cultivos direc
tos © necesarios para preparar el fermento madre.

El Jugar de trabajo, de preferencia, debe estar apar
tado del laboratorio én que se prepara el fermento madre; pe
ro las caracterfsticas descritag anteriormente (3,1.7.2.4)
gon las mismas.

La seleccién de la leche plantea las mismas posibili
dades enumeradas en 3.1.7.2.5.1, Bl fermento puede preparar
s a partiv de leche entera, leche descremada flufda o en
polvao rehidratada, as! como medios iniciadores de venta co-
mercial gque poseen factores de erecimlento microbiano.
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La leche es el material usual de transferencia para
los fermentos industriales, pero medios alterados en su com-
posicién salina pueden utilizarse, Estos medios contienen
polvo de leche descremada, sales de fosfato, dextrosa, dex~
trina y pancreatina., Muy reclentemente, su uso se ha exten-
dido en la preparacién de fermentos industriales para quesos
italianos u otras précticas queseras. (31)

La leche descremada flufda libre de substancias inhi
bidoras (antibiféticos, bactericidas, etc.) y que posea una
cuenta bacteriana baja puede emplearse satisfactoriamente.
(53)

La leche rehidratada en polvo se recomienda cuando
la planta no puede abastecer suficiente leche descremada al
efecto; ofrece la ventaja de poder probarse antes de su uso,

Hay diferencias de opinién con respecto a la propor-
cién en que debe rehidratarse, pero extensas experimentacio-
nes indican que 4.54 a 5.44 kg (10 a 12 libras) de leche des
cremada en polvo en 40 a 41 litros de agua (88 a 90 libras)
respectivamente, proporciona resultados satisfactorios. El
agua empleada para rehidratar la leche, debe encontrarse li-
bre de metales tbxicos y otros componentes quimicos que lnhi
ban el crecimiento bacteriano. (53)

LLa leche destinada a la preparacién del fermento in-
dustrial debe calentarse en un recipiente destinado a ello,
Y durante el calentamiento y enfriado la boca del frasco de-
be cubrirse con un filtro (hisopo) que prevenga la contamina
cién de bacterias y bacteriéfagos presentes en el aire. (53)

Cuando se preparan grandes volGmenes de fermento in-
dustrial conviene el empleo de cubag especiales con agftador
y camisa para agua y vapor, Ls conveniente que todos los
procesos, calentamiento, enfriamiento, inoculacién e incuba-
ci6n, se efactlen en un mismo recipiente para disminuir el
peligro de contaminacifn con el ambiente o por contacto su-
perficial,

La leche (descremada o rehidratada), deberf calentar
se a una temperatura que oscile entre 86 y 96°C durante una
hora con las modificaciones que permitan la experiencia y el
equipo disponible,

La cantidad de inculo varfa, en atencifn a las con-
sideracicnes anotadas para ¢l fermento madre, entre 1l y 4%
para el fermento industrial., Fl procedimiento de inocula-
cidn debe ser tal, que proteja al cultivo de cualquier conta
minacifn o de le contiario se incrementar en el queso.
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La incubacibén (temperatura-tiempo y otros factores)
puede oscilar entre 21 y 24°C durante 14 a 16 horas, pero
tanto el rango de temperatura como el perfodo de incubacibn,
estdn sujetos a la variacifn que establezca la experiencia
con los distintos tipos de fermentos.

La acidez final del cultivo industrial depende prin-
cipalmente del tipo de leche utilizada (cantidad de s6lidos)
y del tipo de cepas en cuestién; algunas de ellas pueden re-
sistir hasta 90 o 100°D.

La acidez titulable final del cultivo industrial pre
parado a partir de una leche descremada con un 9% de sélidos,
no deberi exceder a 0.70% para lograr un méximo de actividad.
Si la cantidad de s6lidos es de 10 a 12%, la cantidad de dci
do titulado no exceder§ de 0.85 y 1.0% respectivamente. Es=
tos grados de acidez se refieren al cultivo enfriado y no al
inicio del enfriamiento. (53)

Si el fermento industrial no va a utilizarse inmedia
tamente, deberi enfriarse para impedir un mayor desarrollo
de la acidez. §5i va a emplearse en su totalidad el mismo
dia, bastard enfriarlo a 10°C. Pero si alguna parte de &1
se utilizard hasta el dia siguiente, deberd enfriarse a
7.2°C o ligeramente mads frio. No es recomendable guardar el
fermento industrial més de 24 horas despu&s de su prepara-
cibn, (53)

Cuando se utilizan cubas especilales para la prepara-
ci6n del fermento industrial, el fermento debe mantenerse en
la misma cuba haciendo pasar por la camisa agua muy fria,
salmuera o incluso afadir hielo,

Nunca debe prepararse el cultivo industrial del dfa
a partir de una fraccién del cultivo industrial de la vispe-
ra. (No solamente sc¢ corre el riesgo de provocar contamina-
ciones, sino que se favorece la multiplicacién de gérmenes
termorresistentes y esporulados gque no fucron destruidos por
el tratamiento térmico de la leche; 89).

3.1.7.3 Inhibicién de los cultivos licticos

Al cabo de un cierto tiempo, variable de unos casos
a otros, habré que acudir nuevamente al cultivo comercial pa
ra la preparacién del cultivo madre, ya gue fste va perdien-
do gradualmente sus propiedades.

Las causas de elle sen muy variadas; en alqunas cea-
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slones, los microbios van perdiendo progresivamente su acti-
vidad al ser continuamente sembrados en un mismo medio; en
otros casosg, cuando se trata de un cultivo compuesto por de-
terminadas proporciones de cultivos puros, las proporciones
iniciales se van perdiendo y predominan unos microblos sobre

otros. Puede, por otro lado, deberse a algfin problema de in
hibicibn,

Numerosos factores pueden ser responsables de la in-
hibici6n o destruccién de las bacterias de los cultivos lAac-
ticos., La inhibicién puede notarse por una ligera disminu-
cibn o el cese total de la formacibn de 4cido y/o la ausen-
cla de los componentes saborizantes debido al decremento de
la fermentacién de &cido cftrico. (53)

Donde el &cido l8ctico no es producido por un culti-
vo Iniciador a partir de la lactosa en el grado de velocidad
deseado, el cultivo es llamado "lento". Casi cualquier con-
dicibén que conduce al deterloro del crecimiento de las bacte
rias del cultivo resulta en un cultivo lento (...) Se cono-~

cen las causas de ello, pero no son conocidas completamente
en todes los casos. (31)

Comunmente, varios factores se involucran al mismo
tiempo en la inhibicibn, por lo gque la remocibn de una sola
causa no soluciona el problema de inhibicidn. (53)

Alqunas de las més importtantes que deben tenerse en
cuenta son las siguientes:

3,1.7.3.1 Técnica defectuosa

la técnica empleada en la elaboraci6n de cultivos es
t4 estrechamente ligada a los principios de bacteriologia
gue consideran las condiciones de desarrollo microbiano. Fs
tas caracterlsticas fueron expuestas someramente en el inci-
go 3,1.7.1, y sigulentes, No obstante, podemos insistir en
alqunos factores de extrema importancia.

La temperatura &ptima para el crecimiento bacteriano
y el lesarrollo de acidez es variable; temperaturas muy ele-
vadas (39-40°C) disminuyen grandemente el crecimiento bacte-
riano; otro tanto podemos decir cuando no se incuba a tempe-
raturas regulares.

El cultivo madre o el cultivo industrial no siempre
se wtilizan de inmediato. Cuando el cultivo l8ctico se man-
tiene a la temperatura de incubacibn después de haber coagu-
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lado, el pH del cultivo continuar& disminuyendo hasta valo-
res de 4.3 a 4.4. Se producird m&s 8cido del que las bacte-
rias pueden tolerar trayendo como consecuencia la disminu-
cién de la actividad celular y la destruccidn de algunas bac
terias. Por ello, si el cultivo l&ctico no se emplea de in-=

mediato debe enfriarse para retrasar el desarrollo posterior
de 4dcido.

La contaminaci6én masiva es también producto de una
técnica defectuosa, lo que conduce a la obtencién de fermen-
tos anormales, con formacién de gas, olores desagradables,
etc. que obligan a recurrir nuevamente a la cepa comercial
y a perfeccionar la técnica de elaboraci6n.

3.1.7.3.2 causas intrinsecas

Se refiere principalmente a las caracteristicas de
la leche:

A. Substancias inhibidoras naturales (ver 1.3.1)

El iratamiento térmico aplicado a la leche para la
alaboracibn de los cultivos debe ser el indicado para lograr,
en la mayor proporcibén posible, la destruccién de las subs-
tancias inhibidoras naturales; el empleo de leche cruda o
mal calentada ocasiona trastornos en el curso normal de la
acidificacién,

Las propiedades de las c¢epas de bacterias léActicas
pueden variar, sobre todo cuando se cultivan largo tiempo en
el laboratorio (...) Pero se precisa prudencia al interpre-
tar las variaciones de actividad y distinguir bien entre la
sengibilidad a los inhibidores y la pérdida de poder acidifi
cante. Con frecuencia se observa en el laboratorio (nos di-
ca Ch, Alais), tras largas series de resiembras en leches so
metidas a la accibn del autoclave o en medios de cultivo,
gue determinadas cepas de bacterias lfcticas, resistentes a
las acciones inhibidoras, pilerden progresivamente su aptitud
para fermentar la lactosa y para producir fcido l8ctico (ver
2.8.2.1)1 por otra parte, puede observarse también que en
las mismas condiciones, otras cepas desarrollan sensibilidad
a los Inhibidores (ya sca a la peroxidasa, y a las aglutini-
nas), sin pfrdida del poder acidificante, Estos dos tipos
de cepas, sembradas en una leche que contenga inhibidores,
no producirén précticamente 8cido por razones diferentes;
las primeras cepas, insensibles a las lacteninas, prolifera-
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rén en la leche, pero sin fermentar la lactosa; las segundas
no se desarrollardn poxr el hecho de la inhibicién. (1)

Las cepas "lentas" son aquellas que, por resiembra
en el laboratorio, han perdido parcial o enteramente su po-
der acidificante (por oposici6n de las cepas "r&pidas" que
provocan una fermentacién lfctica enérgica). Sin embargo,
las cepas lentas tienen un Indice de crecimiento comparable
al de las cepas répidas; son més sensibles a la accibn esti-
mulante de los compuestos nitrogenados (...) gue provoca un
aumento del nivel de utilizacién de la lactosa y, por lo
tanto, un aumento en la produccidén de 4cido, sin acelerar
el crecimiento. (1)

Se ha observado con frecuencia que la actividad de
los fermentos l&cticos varfa segGn el origen de la leche uti
lizada. Igualmente se han sefialado, en determinadas regio-
nes, variaciones estacionarias. Parece que ni la lactopero-
xidasa, ni las aglutininas, intervienen en easte tipo de va-
riaciones, ya que su contenido en la leche es bastante rag. -
lar y parece no depender del individuo, de la raza, de la
edad o del estado de lactacién (exceptuando el calostro).
Las substancias estimulantes tienen probablemente un papel
muy importante en estos fenfmenos (1) (ver 1.3.2). Tal es
el caso de las vitaminas del grupo B y la presencia de dis-
tintos aminodcidos, péptidos y proteosa-peptona.

£l desarrollo de las bacterias l4cticas est8 mfs con
dicionado por el contenido de la leche en substancias activa
doras, que por el contenido en substancias inhibidoras (ver
1.3.2).,

Por otro lado, el tratamiento térmico de la leche,
segln se apuntd anteviormente, da lugar a la formacién de
factores de activacibn para el desarrollo microbiano; ademis,
destruyoe las enzimas que causan trastornos perjudiciales en
la componicién de la leche, principalmente la inactivacibn
de las lipasas.

B. Leches de compogicién anormal ¢ no aptas
para la elaboracibn de fermentos

lLas leches de composici&n anormal o pobres en facto-
ras de crecimiento ocasionan lentitud o ausencia de acidifi-
caclién,

Las propiedades nutricionales de la leche varfan lo
suficiente para provocar diferencias en la proporcién de dci
do desarrcllado por los cultives l8cticos. Una leche con un
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alto contenido de grasa ocasiona un mayor crecimiento bacte-
riano y produccién de &cido que una leche pobre en grasa
(ver 3.1.7.2.5.1). Debe reconocerse que la leche con alto
contenido graso posee también més lactosa, protefnas y sales
minerales que una leche pobre en grasa. (53)

La leche cruda, adem&s de contener las substancias
de inhibicién en una proporcién bastante constante, se compo-
ne de una flora microbiana contraria al desarrollo de los fer

mentos y que produce acidificacién o fermentaciones indesea-
bles.

Una asociacifn antagbnica entre microorganismos en
detrimento de uno de ellos se conoce como antibiosis. (53)

Cuando un cultivo léctico es adicionado a leche bron
ca que posee una flora bacteriana mixta, se produce comunmen
te un antagonismo entre las bacterias presentes en la leche.
El antagonismo puede deberse al crecimiento competitivo, o
bien, a la produccién de substancias antibiéticas por los
cultivos l&cticos, (53)

La leche proveniente de animales enfermos de masti=~
tis (ver 2.1.4), leche calostral o de la etapa final del pe-
riodo de lactaci6n, son altamente perjudiciales y contrarias
al desarrollo de las bacterias ldcticas.

Leche con lipasas activas (leches rancias o en vias
de enranciamiento); liberan &cidos grasos que pueden tener
un efecto t6xico (caprflico, céprico y l&urico; 32).

(...) el 8t. lactis, especie corriente de los fermen
tos, es especialmente sensible a la rancidez; basta una pro-
porcién de 5% de leche rancia en una leche de mezcla para re
trasar ¢l crecimiento. (1)

3.1,7.3,3 Cepas de bacterias licticas gue producen
substancias inhibidoras.

Algunos estreptococos lécticos producen substancias
inhibitorias, ademis del 4cido l8ctico, contra cierto nfmero
de microorganismos existentes en el gueso (...32). Estas
propiedades de algunos estreptococos refuerzan la barrera
contra los organismos indeseables,

Sin embargo, las substancias producidas por algunos
de estos estreptococos afectan la flora de los fermentos l&¢
ticos.
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Las substancias producidas son la "nisina", por las
cepas de Streptococcus lactis y la "diplococcina por las ce
pas de Streptococcus cremoris. (1)

Las cepas productoras de antibi6ticos son comunes en
la leche, los fermentos y los quesos; son las "cepas inhibi-
doras". (1)

La nisina es la mds conocida de las substancias antl
bi6ticas producidas por los estreptococos licticos. Presen-
ta un especial inter8s, ya que es el primer antibi6tico uti-
lizado en la préctica de las industrias alimenticias. (1)

En realidad no se trata de una nisina sino de varias,
ya que esti formada por una mezcla de polipéptidos. (1, 32)

Las proporciones relativas de estos pé€ptidos varfan
con las cepas de Str., lactis y con las condiciones de culti-
vo: composici®dn del medio vy temperatura. Estos diferentes
péptidos no poseen la misma actividad; por este hecho, el
"espectro antibacteriano" puede variar segln las preparacio-
nes. (1) Por ejemplo, un grupo de Str. lactis fue cultivado
a 20°C y a 30°C. En la incubacién de temperatura m&s eleva-
da se obtuvo una nisina activa contra el Str. cremoris y el
Str., agalactiae. En la producida a mds baja temperatura de
las dos, se obtuvo una nisina activa contra el Str. cremoris,
pero inactiva contra el Str, agalactiae. (32)

La nisina es activa para numerosas bacterias grampo-
sitivas; independientemente de otras bacterias licticas
(Streptococcus y Lactobacillus); citaremos los Clostridia vy
los Mycobacteria, como el Mycobacterium tuberculosis, Es
inactiva contra las bactexias gramnegativas, frecuentemente
encontradas en los productos ldcteos, como las del grupo del
E. coli,

En cualquier muestra de leche cruda el nlmero de es-
treptococos inhibidores oscila del 0 al 100% dq la poblacibn
total bacteriana. (32)

La pasteurizacibén de la leche destruye los estrepto-
cocos l&cticos inhibidores, pero no destruye sus substanciasg
inhibidoras. Si leche pasteurizada, que contiene grandes
cantidades de estas substancias es inoculada de nuevo con
cultivos de bacterias sensibles, se produce escasa cantidad
de &cido léctico. (32)

El estreptococo léctico mds sensible a la nisina es
el Str. cremoris, pero muchos lactobacilos son igualmente
susceptibles, {32)
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Cultivos resistentes de estreptococos y lactobacilos
pueden seleccionarse a partir de los gue sean sensibles a
la nisina, mediante sucesivas multiplicaciones, en un medio
que contenga concentraciones del antibiftico progresivamente
mayores.

La resistencia a la nisina de ciertas cepas de bacte
rias l&cticas y de otras familias, como los estafilococos,
es paralela a la produccién de una "nisinasa". Esta enzima
destruye especificamente la nisina; pero es inactiva contra
otros antibidticos, aun los de naturaleza polipéptica. (1)

La nisina es relativamente estable a altas tempera-
turas. No se destruye o s6lo lo es muy ligeramente, cuando
se la somete a una temperatura de 100°C durante unos minutos.
Su actividad se reduce aunque no del todo, si se la trata en
autoclave. Entre pH 4 y 7, asociada con leche y queso, la
nisina es activa. Esta actividad, en el queso natural o en
el fundido, persistente durante muchos meses, con tal que no
existan bacterias destructoras de la nisina. (32)

La diplococcina producida por el Str. cremoris es
una substancia diferente de la nisina. No contiene tanto
azufre como aquella y es inactivada por el alcohol etflico.
Pero al igual que la nisina, es termoestable y no inhibe a
los organismos gramnegativos. (32)

Es preciso observar que cada una de estas substan-
cias es muy activa contra el gérmen que produce la otra subs
tanciaj las dos especies son por consiguiente, antagénicas.
(1) La diplococcina inhibe notablemente al Str. lactis,
mientras que la nisina inhibe marcadamente afﬂggz. cremoris.
(32)

En los fermentos en que participan los lactobacilos
(Lactobacillus lactis, principalmente), su crecimicnto es,

en general, mds lento gque el de los estreptococos lécticos,
pero produce del 2 al 3% mfs de f&cido léctico.

El &cido l8ctico tienc un efecto inhibidor a estos
altos niveles, pero no es el Gnico preducto gque los lactoba-
cilos proporcionan., También gse produce perbxido de hidrbge-
no o substancias que producen la reaccién del peréxido. Es-
tas substancias acumulan hasta 200 microgramos por ml en cu-
yo punto alcanzan los lactobacilos el 1fmite miximo de tole-
rancia, En tales concentraciones, los perfxidos son inhibi-
dores para clievtas hacterias, incluyendo los estafilococos,
astreptococos, coliformes y clostridias (...) HMuchas de es-



213

tas bacterias son susceptibles a concentraciones m4s peque-
fas. Algunos estafilococos, por ejemplo, nc pueden tolerar
4 microgramos por ml. (32)

La accibn inhibitoria, influenciada grandemente por
la temperatura de incubacién, act@a solamente en presencia
de células vivas de lactobacilos, ya que el per6xido de hi-
dr6geno se descompone répidamente en su ausencia. Dicha ac-
cibn es ejercida aun cuando las bacterias sensitivas, como
sucede con los estafilococos sean productoras de catalasa,
incluso en condiciones relativamente anaerS6bicas. (32)

3.1.7.3.4 Presencia de antibifticos y antisépticos

El empleo de antibifticos en el ganado vacuno, espe-
cialmente aguellos que se aplican por via intramamaria, se
eliminan en la leche.

Las soluciones a los viejos problemas a menudo plan-
tean otros mayores y la adopcifn de la penicilina como efi=-
caz producto antimastitico no es una excepcién aislada. Las
bacterias usadas como fermentos en la leche, en la manteca y
en el queso, no pueden desarrollarse en leche contaminada
con antibibticos. (32)

i 1 ml de cultivo iniciador es aiadido a 10 ml de
leche previamente calentada a alta temperatura, libre de an-
tibi6ticos e incubada a 3%°C, no produce coagulacién y aci-
dez titulable mayor de 0.70% al cabo de cuatro horas, se tra
ta de un cultivo lento. El grado de lentitud depende del
porcentaje de 8cido ldctico. Cuando no hay desarrollo de
fcido, indica "muerte" del cultivo. (31)

La cantidad de antibidéticos que pasan a la leche de
vacag sometidas a tratamiento es variable, aun cuando a dis-
tintas vacas se les haya inyectado o aplicado la misma dosis,
(32)

Factores importantes §ue contribuyen a la variabili-
dad mencionada song

a) Las caracteristicas individuales y condiciones
de la vaca y de su ubre

Las vacas no son semejantes en lo gue se refiere a
su facilidad para expulsar, a través de la leche, el antibié
tico inyectado, seq(n sus condiciohes fisfolbgicas individua
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les. Aun en los diferentes cuartos de la ubre de una misma
vaca, la difusi6én de la penicilina en la leche varia tanto
como entre una vaca y otras. Es tambi&n evidente que las

ubres sanas segregan md&s penicilina que las ubres infectadas.
(32)

De cualquier modo, todos los medicamentos de aplica-
cibén en el ganado lechero, deben indicar (previo estudio que
considere los factores anteriores), el tiempo que debe trans
currir desde su aplicacién hasta la completa eliminacidn del
medicamento.

b) La dosis inicial del antibibtico

La cantidad de antibibticos retenidos por la leche
estd directamente influida por las dosis empleadas. Grandes
cantidades administradas a las vacas se traducen en cantida-
des proporcionalmente grandes en la leche. Dosis terapbuti-
cas de antibibticos como la penicilina se usan en concentra-

ciones de 25,000 a 100,000 UI por cuarto de la ubre o an
mids. (32)

Comunmente, dosis masivas de penicilina son inyecta-
das a los animales enfermos. La leche proveniente de la pri
mera ordefia sequida a la inyeccibn contiene varios miles de
unidades de penicilina por litro (...89).

Se estima, en término medio, que un animal tratado
en un hato de cien vacas, existe el riesgo de ocasionar per-
turbaciones en la fabricaci6n de quesos. Cuando el 10% de
los animales son tratados, la leche del hato resulta précti-
camente impropia para queseria. (89)

Es necesario consilderar la cantidad o dosis coritica,
a partir de la cual se observa una depreciacién en la fabri-
cacién de queso. Esto depende del modo do fabricacifn y de
la sensibilidad de las bacterias,

{(...) En lo que se refiere a la penicilina, los es-
treptococos son mds sensibles que los lactobacilos; los pri-
meros son inhibidos por 50 a 300 UL por litro, los segundos,
por 300 a 600 UI seqgOn las caepas (1) (U = Unidad Internacio
nal: corresponde a 0.6 microgramos de penicilina 6 de sodio
pura cristalizada).

Los problemas «gue plantea ¢l uso de la poenicilina,
gson I1dénticos a los que presentan otros antibidticos (estrep
tomicina, terramicina, aureomicina, neomicina, cotc.).

La aureomicina pricticamente detiene por completo el
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desarrollo de &cido lactico por los cultivos cuando se en-
cuentra en cantidades de 0.5 microgramos por ml. (33)

Sulfas en la leche. Las sulfas, como la sulfametacl
na, se emplean solas o en combinacibén con antibi6ticos para
el control de las infecciones de la ubre. Krienke (citado
por 53), observd que el desarrollo de acidez por los cultivos
se inhibe ligeramente en la leche que contiene 0,1 ml de una
solucién de sulfametacina al 25% y pr&cticamente no hay desa
rrollo de acidez cuando la leche contiene 5 ml por cada 100
ml. (53)

Por otro lado, (...) est8 comprobado que pequefias
cantidades de antibiéticos, por insignificantes que sean, es
timulan el crecimiento bacteriano, mientras que en m&s eleva
das concentraciones, el mismo antibidtico act@a como inhibi~
dor. (32)

c) La cantidad de leche que se produzca

La escasa produccifn de leche, consecuencia de diver
sag condiciones ~-incluida la larga duracibén del estado de
lactancia~, va asociada a un gran nfimero de antibiéticos en
la leche de las vacas tratadas. Generalmente, alrededor del
50% de la penicilina u otro antibibtico inyectadoe al ganado
ge incorpora a la leche, y casos hay en los que se incorpora
una mayor cantidad.

d) El tipo de preparacidén antibibtica
El tipo de preparado antibiftico es de gran importan
cia al influir sobre la retencién de la penicilina en la

ubre durante un perfodo mds largo y por lo tanto facilitan
la entrada del antibiético en la leche durante mds tiempo.

Bactericidas en la leche

Los bactericidas pueden incorporarse a la leche en
la granja o en la planta. Una de las principales causas de
log bactericidas en leche es un mal drenado de las tinasg y
lineas de laoche después de un tratamiento bactericida. Los
hactericidas mis comunmente empleados son los compuestos clo
rados, yodados y los cuaterparios de amonio, estos filtimos
tienen el mayor efecto en los cultivos licticos. Un decre-
mento muy significativo en el desarrollo de acidez en la le-
che ge produce por la presencia de 3 ppm de sales cuaterna-
rias de amonio, Con més de 50 a 100 ppm se suspende la pro-
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ducci6bn de &4cido. Los compuestos clorados (hipocloritos,
cloramina-T, etc.) presentes en la leche, disminuyen la pro-~
duccibn de &cido ldctico cuando est&n presentes en cantida-
des de 5 ppm o mds. Una inhibicidén considerable es causada
por 25 ppm. Los yod6foros no influyen en el desarrollo de
acidez ni en el crecimiento bacteriano cuando estén presen-
tes en concentraciones de 5 a 50 ppm., (53)

Otro tanto puede esperarse con la presencia de deter
gentes, soluciones de sosa, etc, en los recipientes mal lava
dos y/o enjuagados.

3.1.7.3.5 Bacteriéfagos

La comprensién de la inhibicién por bacteriéfagos im
plica amplios estudios de virologfa, debido a la complejidad
de los conocimientos que deben manejarse. En este inciso
nos limitaremos a mencionar algunos aspectos de interé&s gene
ral, complementados en el inciso siguiente con lo relativo a
su control., Dada la importancia que tienen en la préctica
lechera, convidamos a emprender un estudio m&s profundo en
los textos y manuales de virologfa general, as{ como la con-
sulta de literatura especializada.

Los bacteri6fagos (virus de las bacterias), desinte-
grah a algunas células bacterianas susceptibles. Su accidén
consiste en adsorberse a la bacteria e introducirle los com-
ponentes esenciales de la réplica del bacteriffago para que
la célula bacteriana sintetice las protefnas y el DNA viral,
se formen las nuevas partfculas virales y ocurra la lisis ce
lular con eliminacién de las partfculas virales maduras. (53)

Los bacteriffaqgos fueron identificados como causan-
tes de la inhibicién de los fermentos o provocadores de aci-
dificacibn lenta; para manifestarse requieren forzosamente
de cé&lulas huésped respectivas,

{(...) 8in embargo, cada bhacteri6éfago ataca dnicamen-
te cepas especificas de bacterias, y si 6stas no estén pre-
sentes en la leche, la fermentacidn procede normalmente.

(31) No obstante, algunos fagos puceden atacar a mds de una
cepa bacteriana.

Una partfcula viral produce cerca de 200 nuevas par-
tfculas durante la lisis y cada particula puede producir, en
presencia de nuevos hubspedes un nfimero similar de partfcu-
las y asf sucesivamente. (31)



217

Una de las dificultades en el estudio de estoy virus
es su diminuto tamano. Las particulas activas que atacan a
los estreptococos lé4cticos productores de &cido no pueden
verse con el microscopio ordinario debido a que su longitud
oscila entre 180-280 nm, La seccidn anterior (cabeza) (en
cuyo Interior se encuentra el DNA), tiene 60~-90 nm de didme-
tro y la seccién de la cola de 120 a 190 nm de longitud, por
20-40 nm de espesor. El pequefio tamafio de los fagos y el
gran nfimero que se libera durante la lisis celular causa una
extensa contaminacién del aire y el equipo de una planta.
(53)

Son muchos los factores que determinan el ataque bac
terlano por los bacteriffagos, algunos de ellos son:

. Susceptibilidad o especificidad bacteriana.

. La concentracidn de partfculas virales y sus pro-
pias caracteristicas (tiempo empleado para repro-
ducirse, etc.).

. DPorcentaje de calcio y fésforo en el medio '(los
iones de calcio son indispensables).

« Ete.

Un pH alto o bajo no es particularmente crftico para
la viabilidad de los bacteriéfagos. Dado un medio ambiente
libre de factores restrictivos, algunos bacteribfagos resis-
tentes pueden sgobrevivir durante 10 ahos.

Existen cepas lis6genas, contaminadas simbiéticamen-
te por el bacteoritfago, bajo una forma no infecciosa: el pro
bacteri6fago; de este modo se perpetda el bacteri6fago hasta
que interviene la lisis, El desencadenamiento de la trans-
formacidn del probacteri6fago en bacteridéfago se encuentra
hajo la dependencia de factores externos (rayos UV, agentes
quimicos, etc.). (1)

El estado de la bacteria tiene importancia; la lisis
no tiene lugar mds gque en bacterias jovenes y en vias de cre
cimiento, En general, el medio favorable a la bacteria con~
viene tamhién al fayo, a condicidn de que contenga calcio,
tript6fano y tal vez otras substancias indisgpensables. (1)

Ligina aboctada con bacteri6ffagos. Algunos cultivos
de Str. lactis y Str. cremoris resistentes a un tipo particu
lar de fago, puudgn sufrir 1isis cuando se mezclan con fagos
y cblulas sensibles a la accif6n de los fagos. La lisis es
caugada pov g enzima asociada con el fago. Aunque el fago

es necesario parva la sintesig de la lisina, no se forman fa-
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gos adicionales por la accibn de la lisina sobre las células
bacterianas., (53)

La presencia de la lisina sc evidencia a menudo con
los procedimientos de deteccifén de bacteribfagos. Un filtra
do libre de bacterias proveniente de un cultivo puede conte-
ner tanto a los virus como a la enzima. Cuando ambas est&n
presentes, un cultivo que no es sensible a la accibn viral
puede sin embargo sufrir lisis por la enzima.

La presencia de fagos en cuanto a salud pGblica no
eg tan critico como la existencia de antibiéticos en la le-
che, perc cuando disminuye la fermentacifn l8ctica en la le-
che, se favorece el crecimiento de bacterias indeseables,

La industria lechera ha tenido muchos problemas con
la accibn de los bacteridfagos. Sin embargo, el conocimien-

to de la accibn viral y los métodos para controlarla aumen-
tan s6lidamente., (53)

3.1.7.4 Procedimientos de control y evaluacién

Este inciso no es otra cosa que complemento del ante
rior, por ello seguiremos la secuencia de los puntos trata-
dos en la Inhibicién de los Cultivos L&cticos.

a) Técnica de preparacién

En cuanto a esta técnica, debemos insistir en la ade
cuada preparacién del personal encargado de los fermentos.

Los cultivos madres que se preparan continuamente en
una planta deben gser examinados para descubrir posible conta
minacién, Si los cultivos se preparan en botellas de vidrio
transparentes, &stas deben ser examinadas visualmente des-
pufs de la coagulaci6n para descubrir trazas de gas y creciw
miento superficial como evidencia de contaminaci6én, El exa-
men microscépico de la especie es (til con tal de que la ob-
servacifn la realice una perscna que conozea la morfologia
del cultivo. (53)

El examen microscbpico s6lo revela la contaminaci6n
cuando el agente contaminante e¢8 de forma diferente que el
germen deseado y muy abundante. Otros métodos consisten en
la siembra del cultivo en placas de un medio de agar que per
mite el crecimiento de los contaminantes, pero no de los mi=
croorganismos deseados. (19)  El medio en placas puede ser
agar papa-dextrosa acldificada para la detecclfin de hongos y
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levaduras, un medio selectivo para bacterias coliformes, o
agar para cuenta en placa.

También se pueden hacer pruebas para detectar la pre
sencia de substancias que no pudieron haber sido producidas
por el microorganismo en cuestifn; por ejemplo, la presencia
de catalasa en un cultivo de bacterias l&cticas catalasa-ne-

gativas demostrard la presencia de contaminantes catalasa-po
sitivas. (19)

La mayorfa de los cultivos producen 8&cido lentamente,
inoculados en leche a temperaturas de aproximadamente 39°C.
Sin embargo, si la temperatura es m&s baja, de 20 a 35°C y
se eleva gradualmente hasta 39°C, la produccidn de &cido pro
cede rdpidamente. Es decir que el cultivo se aclimata a la
temperatura elevada.

Cada uno de los pasos necesarios en la propagacién
de los cultivos requiere mucha vigilancia hasta llegar a la
refrigeracién adecuada cuando el fermento no se utiliza de
inmediato,

b) Causas intrinsecas

La leche que se emplee para propagar un cultivo o pa
ra la elaboracidn de los productos lécticos en los que se em
pleen cultivos, debe ser de buena calidad,

El tratamiento térmico debe aplicarse rigurosamente,

Muchas plantas elaboradoras de licteos prefieren em-
plear leche en polvo descremada para la propagacibn de los
cultivos, Esta prictica permite probar el producto antes de
enplearse para estar seguros de gque se obtendr8 un buen cre-
cimiento del cultivo,.

Cuando la leche muestre caracterfsticas inhibitorias,
dehe determinarse la causa de la inhibicién, Los procedi-
nientos de laboratorio disponibles permiten detectar leches
"mastfticas", rancias, etc. Se recomienda consultar la (lti
ma edicién del Standard Methods for the Examination of Dalry’
Products, (2)

Cuando se trata de comprobar la idoneidad de varias
muestras de leche fresca o rvehildratada (para el crecimiento
hacteriano), todas deben someterse al mismo tratamiento té&r-
mico, de lo contrario puede llegarse a conclusiones falsas
sobre la actividad de un cultivo en cuanto a crecimiento y
formaci6n de fcido,



220

c) Bacterias lécticas que producen substancias
inhibidoras

Debido a que el tratamiento té&rmico en autoclave de
una leche en donde crecieron bacterias productoras de subs-
tancias inhibidoras, finicamente reduce la actividad de di-
chas substancias, se recomienda el empleo de cepas resisten-
tes 0 el cambio de la leche destinada a la preparacibn de
los fermentos.

d) Presencia de antibibticos y antisépticos

La leche susceptible de contener penicilina no debe
emplearse en la elaboracién de fermentos.

Debe destacarse el hecho de que la penicilina es un
antibi6tico muy resistente al calor, no se inactiva en el
curso de la pasteurizacibn de la leche y sé6lo se destruye
parcialmente en el autoclave (10 min a 1 kg/cm2). (1)

Cuando se entreqgue una leche con antibidticos a la
fébrica, debe hacerse por separado y nunca debe mezclarse
coh la leche proveniente de animales sanos.

Desgraciadamente, esta precaucién elemental esti le-
jos de observarse siempre y los industriales se han visto en
la necesidad de buscar los medios que les permitan trabajar,
mds o menos normalmente, las leches gue contienen antibibti-
co. (89)

La adicién de grandes cantidades de fermentos no lo-
gra oponerse al desenvolvimiento de los antibibticos, por es
casa que sea la concentracién de estos y, por otra parte, no
serfa prictica su aplicaci6n., A la luz de estas dificulta-
des pueden scguirse dos caminosi (32)

e Neutralizar los efectos antibi6ticos con medios
cient{ficos,.

Los dos medios cientificos més prometedores son:
la aplicacitn de fermentos resistentes y el uso de
una enzima (penicilinasa) que puede inactivar a la
penicilina., (32) Esta enzima es aislada y prepara
da en el laboratorio a partir de cultivos de diver
sos gbrmenes (bacilos v estafilococos). (89)

El método es muy costoso y puede preferirse al em-
pleo de cepas licticas seleccionadas en funcifn de
su resistencia a la penicilina. Estas cepas de
fermentos penicilina-resistentes son aisladas y
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distribuidas por los laboratorios especializados.
(89)

La penicilinasa, como cualquier enzima, tiene con
diciones 6ptimas de accibén dependiendo de la con-
centracifén, el tiempo de reacci6n, pH, temperatu-
ra, etc.

La leche que se emplea en la elaboracién de los
fermentos, debe checarse regularmente empleando
métodos muy sensibles a la presencia de antibiéti
cos. Existen preparados comerciales que determi=
nan residuos de penicilina en la leche, en concen
traciones de 0.002 UI de penicilina por ml de le~
che,

¢ Efectuar el control de antibibticos, educando y
regulando la produccibn.

La presencla de bactericidas también puede evitar
se teniendo precauciones en su manejo y efectuan=-
do un enjuague conveniente; para su deteccidn,
existen procedimientos de laboratorio (consultar
2).

e) Bacterif6fagos

El control de los bacteri6fagos, al igual que el de
las bacterias o el de cualquier otro microorganismo, exige
el conocimiento de los factores que resultan favorables a su
propagacifén y viabilidad para poderlos contrarrestar o supri
mir.

Debido a que los bacteriffagos se multiplican (nica-
mente en presencia de células vivas susceptibles, serfa con-
veniente hacer hincapié en que cualquier material que conten
ga gran cantidad de organismos de cultivo l&ctico es una
fuente potencial de bacteriéfagos. El suero de las tinas de
queserfa, las prensas de queso y el agua de enjuague de los
recipientes en que se preparan los fermentos, etc, deben con
siderarse como fuentes de bacteribfagos.

Debe reconocerse gue por ligera que sea la contamina
cién del cultivo madre, generalmente conducird a una mayor
contaminacién del cultivo industrial, Frecuentemente se en-
cuentran muchas células destruidas por la gran concentracibn
de bacteri6faqos en el cultivo industrial y en la leche de
la tina para queso inoculada con un cultivo contaminado, (53)

Los medios de contrel y supresibn de los bacteribfa-
gos comprenden:
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® Sanitizacién

Cualquier planta gue utiliza cultivos lacticos debe
seguir un estricto programa de limpieza. Todo el equipo de-
be ser lavado perfectamente y antes de usarse debe ser enjua
gado con un bactericida.

Los fagocitos (bacteritfagos) de los estreptococos
productores de &cido lictico presentan por ] menos el mismo
grado de resistenclia a las condiciones del medio que los en-
vuelve y a los agentes esterilizadores, que las bacterias
que sufren lisis, En algunos casos la resistencia de los vi
rus es superior. (53)

Entre varios agentes que atacan a los virus, los hi-
pocloritos, los cuaternarios de amonio y las radiaciones ul-
travioleta, son por orden descendente, los més efectivos en
la destruccién de bacteriéfagos (32) (la investigaci6n de la
destruccibn de los fagos por cuaternarios de amonio indica
que no son tan efectivos como los hipocloritos; 53).

S1 una planta estd experimentado dificultades con fa
gos, no solamente el equipo, sino también las paredes, te-
chos y pisos deben ser lavados y sanitizados el mismo dfa.
Preferentemente toda la planta deberfa ser limpiada y saniti
zada en el mismo dfa. (53)

Los niveles de cloro en bafios de agua para mantener
cl equipo deben ser de 200 a 300 ppm y mucho mds altos para
la desinfecci6tn del lugar de trabajo (500 a 1000 ppm).

Los bhacteri&fagos siempre estfln presentes en cual-
quier fdbrica de quesos y en sus instalacioneg. Al final de
la elaboracibn de los quesos, los fagocitos han contaminado
la leche, el suero y el queso., S$1 los fagocitos son especi-
cos, encontrarfin en los cultivos ldcticos magnificos substra
tos en los cuales multiplicarse. (32)

Sin embaryo, sila contaminacién inicial de fagocitos
es8 edcasa, las hacterxias l&cticas pueden tener tiempo para
crecer y producir fcido l4ctico suficlente para la elabora-
cidn de los guesos. Fl extremo mds importante es reducir al
minimo la concentracibn inicial de fagocitos, (32)

hBestruccifén de los bacteriéfagos por el calor. Los
bacteriffagos en la leche no son completamente destruidos
por las temperaturas de pasteurizacién usuales (...} Este
hecho indica las considerables precauciones que deben tener
ge para prevenir su contaninacifn.  La alta temperatura nng
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saria para la destruccién de los fagos enfatiza el deseo de

destruirlos .del equipo empleando bactericidas clorados mejor
que el calor. (53)

El tratamiento térmico a 75°C durante 30 minutos u
B80°C durante 20 segundos destruye a la mayorfa de los bacte-
riéfagos., (31)

La separacibn de la grasa del suero de queseria rea-
lizada lejos de la tina de cuajada es otra prdctica preventi
va que merece citarse, debido a que el suero contiene una
gran cantidad de particulas de bacteridfagos.

@ Mucha asepsia en la preparacitn de los cultivos

El manejo aséptico de los cultivos no siempre se con
sigue en las fébricas o en los laboratorios.

Usando equipos esterilizados e instrumental de cris-
tal con buenos tapones de algod6n en el laboratorio y utili-
zando el mechero y los cultivos con una correcta técnica bac
teriol6gica, los peligros de la infeccién se reducen al mini
mo,

En las fdbricas en que se preparan grandes cantida-
des de fermento industrial, deben considerarse medidas de
control adicionales (lugar de trabajo independiente, utiliza
cién de cubas especiales, educacién del personal, etc.).

e Seleccidn de fermentos y cultivos

Bsto se basa en la relativa especificidad de los bac
teriffagos a determinadas cepas de fermentos lécticos,

La actividad de los bacteriéfagos contra una cepa de
Sir, lactis o Htr. cremoris puede no ser activa contra otra
cepa,  Este hecho es reconocido por los proveedores de culti
vos y por ello se preparan cultivos que contienen varias ce-
pag de bacterias productoras de fcido l&ctico., Las cepas de
este cultivo mltiple se seleccionan en base a su compatibili
dad y su sensibilidad a los fagos, Cepas sensibles al miqmo
tipo de fago no estfn contenidas en el mismo cultivo, S un
cultivo léctlico se compone de varias cepas y (nicamente una
de ellas ey lisada, el desarrollo de la acidez por el culti-
ve ho se detiene, Gnicamente experimenta una ligera reduc-
cibén. Por ello, un cultivo con muchas cepas ofrece mayor
proteccién contra los fagos que un cultivo de una sola cepa.
(53)

(...) 81 la especie dominante de un cultivo mixto sy
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cumbe a un ataque, el heredero presuntivo o la siguiente ce-
pa dominante mantiene una fermentacién acidoldctica satis-
factoria. {31)

{...) Cuando los problemas con bacteribéfagos apare-
cen, el cambio a otro distribuidor de cultivos es de dudoso
valor para el fabricante de quesos, si la c¢epa iniciadora
proviene del original de la compaiifa de cultivos, pero dis-
tribuida bajo otra filial. Los fabricantes deben estar pre-
venidos de esta posibilidad y deben checar la fuente bdsica
del cultivo para ahorrar tiempo y resolver el problema cuan-
do aparecen los cultivos lentos. Las compafifas comerciales
elaboradoras de fermentos ofrecen muchos servicios, general-
mente sin cargo extra. En la actualidad, la mayoria de los
fermentos est&n probados frente a fagos y se preparan bajo
condiciones normalizadas. (31)

® Rotacidn de cultivos

Muchas plantas emplean un sistema de rotacién de cul
tivos para ayudar al control de los fagos. Un plan de rota~
cidén consiste en alternar los cultivos de un dfa a otro. Pa
ra que ese plan resultase exitoso, los cultivos de rotacién
deben ser seleccionados en base a su sensibilidad a lus fagos.
Un cultivo empleado un dfa no debe utilizarse nuevamente en
la planta por varios dfas. La planta y el equipo son limpia
dos y sanitizados varias veces antes de gque el cultivo sea
empleado. Con este procedimiento, una alta concentracidn de
fagos gque son actives contra un cultive no se desarrollan,

La renovacidtn frecuente de los fermentos y el empleo
de cultivos de uso directo da mds proteccidn contra los fa-
gos; la renovacién estf indicada especialmente cuando se em-
plean cultivos de cepas mdltiples,

e Confirmacién

Cuando s sospeche la presencia de bacteriéfagos en
los fermentos, en el suero o en la leche de queserfa, debse
confirmarse recurriendo a métodos analfticos.

La deteccidn de bacteri6faqgos en un cultivo requlere
equipo especial de laboratorio y depende del nfmero de cepas
sensibles a los fagos, disponibles para la prueba.

Se recomienda nuevamente acudir a los manuales de vi
rologfa para el estudio y comprensién de los métodos de de-
tecoifin,
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Evaluacién

Unicamente mencionaremos dos elementos de interés ge
neral: -

A. Grado de acidez desarrollada

Algunas veces es deseable hacer comparaciones entre
los cultivos en cuanto al grado de acidez desarrollada. E1
procedimiento usual es medir el cambio de pH o el incremento
de la acidez titulable bajo condiciones normalizadas. Debe
tenerse presente que factores tales como el aprovisionamien-
to de la leche y el tratamiento térmico de la misma, influ-
yen en la proporcién de acidez desarrollada. Las variacio~-
nes causadas por el abastecimiento de la leche pueden elimi-
narse empleando leche descremada en polvo preparada con el
mismo lote de polvo durante un tiempo considerable. La le~
che debe ser calentada exactamente del mismo modo en cada
prueba. (53)

Un procedimiento satisfactorio para determinar el
grado de acidez desarrollada, es rehidratar leche descremada
en polvo disolviendo 190 gde polvo en 900 ml de agua destila
da., La leche descremada rehidratada se distribuye en bote-
llas (100 ml por botella) y se calienta con vapor de agua du
rante media hora. Después del calentamiento, la leche se en
frfa a 30°C y se inocula con 1 ml de)l cultivo que va a probar
gse. La leche inoculada se mezcla y una porcidn de ella
(usualmente 9 g) se titula con hidréxido de sodio 0,1 N has-~
ta el punto final con fenolftaleina (ver 2.8.4). Este valor
de la titulacién es la acidez original y se resta al valor
de la titulacifn obtenida posteriormente para calcular el de
sarrollo de acidez., La porcién restante se incuba a 30°C.
Las titulaciones siguientes se realizan después de tiempos
de incubaci6bn de 2, 4 y 6 horas. Un cultivo activo debe mos
trar acidez desarrollada de 0.04, 0.22 y 0.5%5 g despubs de
2, 4 y 6 horas respectivamente., 85S¢ emplea la temperatura de
30°C, porque es la temperatura genceralmente usada para la ma
duracién de la leche en la elaboracién de queso y se conside
ra que es la temperatura 6ptima de crecimiento para el str.
lactis y Str. cremoxris. (53)

B, Produccidn de gas

Bajo condicionpes normales la mayorfa de los cultivos
son estables en la cantidad de gas producida, Ho obstante,
cantidades anormales de gas son producidas algunas veces de-
bido a cambioas metah6licos resultantes de mutaciones, ligeva
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infeccibn bacteriana, cambios en las proporciones entre las
cepas o especies del cultivo y por contaminantes. En tales
casos, las cantidades anormales se detectan por burbujas de
gas en un codgulo uniforme. Sin embargo, la produccién de

gas durante los primeros estadfos de incubacién no puede ob
servarse, por lo que deben emplearse otros mé&todos. (53)

En los laboratorios donde los cultivos lécticos se
analizan rutinariamente para la produccib6n de gas, cualquier
cultivo que muestre un incremento repentino no debe usarse
en las operaciones comerciales.

3.1.7.5 Adicibn de fermentos licticos a la
leche de queseria

La leche que ha llegado a la tina de cuajar, debe
asegurar, por su calidad quimica y microbiolégica, la obten-
cién del producto deseado. Para ello, todas las considera-
clones anotadas hasta aquf deben encontrarse en condiciones

6ptimas para que la adici6bn de fermentos l&cticos cumpla su
cometido.

La aptitud de la leche para permitir el desarrollo
de las bacterias l&cticas es una caracterfstica muy importan
te en queserfa, dado el papel capital ¢gue tienen en la fer-
mentacién ldctica. Si las bacterias lfcticas no pueden desa
rrollarse a una velocidad suficiente en la cuajada, se hace
imposible la fabricacién de queso de buena calidad, e inclu-
80 llega a hacerse imposible toda fabricacifn. (1)

Los fermentos, en el caso del gqueso tipo Oaxaca se
afaden con bastante anticipacitn al cuajo para dar lugar a
su multiplicacibn y consccuente produccitn de fcido; es de-
cir, se logra una ambientacién de los microorganismos del
cultivo a las nuevas condiciones del medio (temperatura, aci
dez, agentes quimicos, etc.). -

Con el empleo de un fermento que no tiene muy eleva-
da acidez (60-65°D), las bacterias se encuentran aun en la
fase de multiplicacién mixima en Jugayr de estar parcialmente
paralizados por un exceso de acidez.

La acidez titulable de la leche en la tina de cuaja-
do debe alcanzar 22°D.

La cantidad de inGculo a sembrar depende de la tempe
ratura de la leche y del tiempo en que se desce acidificar;
en general es pequefia (0.5, 1 a 28,



227

Seglin la variedad de queso es el tipo de inoculacién
que se practica. A manera de ejemplo, citemos la siembra en
dos etapas para que los quesos Gruyére y Emmental y las siem
bras diversas o especiales (cuandc se trata de siembras de
microorganismos que se hacen en la leche antes de la coagula
cién o bien més tarde en la cuajada misma o sobre el queso;
ejemplo: propionibacterias, hongos, etc.).

Debe insistirse en la evaluacién de la leche que se
destina a la fabricaci6n de queso, debido a que las anormali

dades se van recrudeciendo conforme avanza el proceso de ela
boracién,

Los inhibidores naturales de la leche de vaca no se
destruyen por la pasteurizacibn clésica (72°/15 seg) segfn
las temperaturas de destruccibn que anotamos en el inciso co
rrespondiente. Tanto las bacterias que contaminan la leche
pasteurizada como las bacterias que componen los fermentos,
pueden encontrar problemas para su desarrollo; sin embargo,
pocas de las cepas mesofflicas utilizadas en queserfa son
sensibles a la peroxidasa; por el contrario, muchas son sen-
sibles a las aglutininas.

Debe recordarse que no existe siempre una relacién
entre la actividad de las bacterias cultivadas baje forma de
fermento y la evolucién de la acidez en la cuba de queseria.
Las condiciones no son las mismas.

Los distintos tipos de antagonismos que operan entre
las bacterias (resistencia a pH bajos, produccién de substan
cias tbxicas, produccién de antibidticos, etc.) pueden modi-

ficarse de forma inesgperada si no se tiene un buen control
de la leche de queseria.

Los fagocitos est8n tan comunmente difundidos en la
naturaleza, que las grandes superficies de contacto con el
exterior gue ofrece la leche en la cuba de cuajar, facilita
dicha contaminacidn por medio del aire, especialmente si hay
polvo o humedad en el ambiente, (32) sSabemos que puede ela~
borarse un medio resistente a los fagos utilizando componen-
tes exentos de calclo o anadiendo al medio (a la leche, por
ejemplo) fosfatos o citratos que precipitan o asocian el
calcio, Esta prctica no puede llevarse a cabo en las tinas
de cuajada debido a que la leche es una fuente extremadamen-
te rica en caleio, Bu remocifn resulta, econfmica, técenica
y nutricionalmente impréctica.




228

Para finalizar, retomemos ré&pidamente el ejemplo an-
terior (3.1,2.4) en el que se trabajan 400 litros de leche
al dia, los cuales, una vez estandarizados se reducen a
395.5 litros de leche para queserfa. La adici6n de un 2% de
cultivos l&cticos a la leche de queserfa significa que deben
separarse diariamente 7,91 litros, de los 337 litros de le-
che descremada, para la elaboracién del fermento industrial,
mé&s ‘2 litros que se utilizan en la preservacidén del fermento
madre, (En consideracifn a la reduccién de volumen que re-
sulte por el calentamiento de la leche en autoclave, se debe
ré separar mayor o menor cantidad de leche, conforme a la ex
periencia). Para tener un margen de sequridad, se separan
10 litros y un poco mis.

Debe contarse con 320 ml (como minimo) de fermento
madre para la inoculacién de estos 8 litros de leche para
preparar el fermento industrial (inoculando 40 ml por litro,
es decir, 4%).

Es muy recomendable trabajar con dos cultivos dife-
rentes en prevencidn de cualquier accidente. En el caso de
nuestro ejemplo, deben sembrarse entonces 5 litros con un
cultivo y 5 litros con el otro.

Dos dias antes aproximadamente, se preparan los 2 1i

tros de cultivo a partir de dos sobres comerciales (uno para
cada litro), siguiendo las indicaciones anotadas anteriormen
te. Un litro de leche para un sobre que contiene 2 g de cul
tivo, proporciona un amplio margen de tiempo para obtener
los 2 litros de cultivo. A partir de estos cultivos, si se
desea, pueden hacerse transferencias a razén de 4%, hasta
que se considere gue las bacterias estédn suficientemente ac-
tivadas para preparar el fermento industrial. Entonces debe
rén separarse del cultivo madra 160 y 40 ml para inocular 4~
y 1 litros de leche descremada respectivamente de cada culti
VO,

Después de la incubacién, se tendrfn 4 litros de ca-
da cultivo para ser agregados a la leche de quescrfa (fermen
to industrial) y un litro de cultivo madre; de este Gltimo
ge separan nuevamente 40 ml para su propagacidén y 160 ml pa-
ra preparar los 4 litros del fermento industrial del dfa si-
guiente, y asi sucesivamente. Fl siqguiente esquema permite
aclarar lo anterior:

e -~

—



Cultivo comercial

(2Lg)
1l litro leche descremada

(No. de transferencias nece
sarias a raz6n de 4% para
la reactivacitn bacteriana)

Cultivo Madre

l |
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Cultivo comercial
(2 g)

1l litro leche descremada

!

(No. de transferencias nece
sarias a razb6n de 4% para
la reactivacién bacteriana)

Cultivo Madre

l l

40‘m1 160 ml lGO‘ml 40‘m1
1 litro 4 litros 4 litros 1 litro
de leche de leche de leche de leche
descremada descremada descremada descremada
L — /
8 litros de fermento industrial:
tina de cuajado
AN '
40 ml 160 ml 160 ml 40 ml
1 litro 4 lgtros 4 litros 1 litro
de leche de leche de leche de leche
descremada descremada descremada descremada

etce.

3,1,8 pProteinas y Coagulacién de la Leche

Este titulo encierra uno de los aspectos mis amplios
y complejos del estudio de la leche y sus derivados, Exis-
ten muchisimas publicaciones al vespecto y con el grado de
complejidad que el tema requiere, Para los fines de este
trabajo, es prdcticamente imposible presentar otra cosa que
no sea una visibn general resumida en extremo, a manera de
conocimiento bfisico.
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3,1.8.1 Protefnas

De los 4cidos grasos monobdsicos, es decir, aquellos
gque solamente tienen un agrupamiento funcional carboxilo
(-COOH), descritos en 2.3.1.2.1, se derivan muchos grupos de
compuestos: halogenuros de &cidos, anhfdridos, amidas, éste-
res, 4cldos alogenados, hidroxiicidos o fcidos alcoholes,
dcidos aminados o aminolcidos. (37)

Los amino&cidos o dcidos aminados, como sSu nombre lo
indica, poseen en el mismo compuesto, el radical llamado ami
na (-NH2) y el radical &4cido o carboxilo (~COOH)

R - CH - COOH

NH2

Estos radicales se encuentran en la relacién 1l:1, en
los llamados monoamino&cidos, o bien, en relacién 2:1, for-
mando los monocaminodiicidos y diaminomonodcidos.

Existen otras formas de agrupar a los amino&cidos:
urecaminoicidos, guanidino-aminodcidos, aminodcidos alcoho-
les, amincdcidos sulfurados, aminodcidos ciclicos (serie aro
mitica, heterociclica, amino&cidos yodados), etc., dependien
do del o de los compuestos que se encuentren en asociacidn.

Los distintos amino&cidos se unen entre sf (con des-

prendimiento de agua), a través de sus agrupamientos carboxi
lo y amina:

Nliz cootll

El enlace que los caracteriza (CO'NH) se llama peptf
dico.

La unifén de amino4cidos da lugar a los péptidos, y
la unién de péptidos forma las protefinas.

Los aminodcidos pueden unirse también a expensas de
otros radicales,

Comunmente, 20 aminoicidos diferentes forman parte
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de las protefnas. Destacan, entre ellos, los siguientes:
glicina, alanina, valina, leucina, arginina, metionina, cis-
tina, triptéfano, prolina, isoleucina, serina, treonina, li-

sina, &cido aspdrtico, &cido glutdmico, tirosina, fenilalani
na, histidina. (13)

La secuencia y ordenamiento de los aminofcidos, ofre
ce incontables posibilidades de asociacién, constituyéndose
como un verdadero alfabeto de materia orgénica.

Las proteinas son entonces substancias de peso mole-
cular muy elevado y de naturaleza coloidal (ver m&s adelan-
te), cuyas soluciones son electrolitos anféteros o anfoli-
tos, por estar constituidos por radicales de amino&cidos que
se disocian en medio 4cido d&ndonos un radical electronegati
vo y un radical electropositivo; en medic alcalino, se obtie
ne por disociacién i6nica del prétido, un radical electrone-
gativo (el protfdico) y iones de hidrégeno).

Este comportamiento de los prétidos es de gran impor
tancia biolégica, en virtud de que por estas dos maneras de

ionizarse, hacen el papel de reguladores del pH de los liqui
dos orgénicos. (37)

Atendiendo a su configuracifn, las protefnas pueden
presentar una estructura primaria, secundari: terciaria o
cuaternaria, cuya complejidad varfa debido a las diferentes
fuerzas y tipos de enlace que unen a las partes de la protef
na; lo que finalmente determina su configuracibn espacial.

Debido a la importancia que revisten en la vida orgd
nica, las protefnas han sido objeto de amplios estudios, que
se describen detalladamehte en libros y revistas de Bioquimi
ca, a los cuales recomendamos acudir directamente; pero par-
ticularmente, a los libros de McKenzie: Milk Proteins. Che-
mistry and Molecular Biology. Tomos I y IT. (36)

3.1.8.,2 Dispersidn coloidal y micelas

Cuando distintas partfculas de materia se mezclan,
rasultan componentes que se distinguen por el nlmero y tama-
fio de las partfculas, Fn primer lugar est8n las soluciones
{una solucién es una mezcla uniforme y estable de particulas
sumamente pequenas -ftomos, fones, noléculas- de dos o més
substanciasy 26).

En el nivel siguiente de tamalo, se consideran gru-
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pos de varios centenares a unos cuantos miles de particulas,
con diimetros promedio que van de 10 a 1000 A (1 unidad angs
trom = 1 x 10~-9 mm). Aunque es diffcil que se puedan ver es
tas particulas con un microscopio 6ptico, se pueden fotogra=
fiar con la ayuda de un microscopio electrfnico. La materia
que consta de particulas dispersas que tienen didmetros pro
medio de 10 a 1000 &, se dice gue se encuentran en estado
coloidal. "Coloidal" procede de una palabra griega que sig-
nifica "cola" o "pegamento". (26)

Aunque en estas descripciones pueder usarse didme-
tros promedio, una particula de tamafo coloidal no es necesa
riamente esférica. Puede tener cualquier forma y clasificar
se como coloidal a condicifn de que una de las dimensiones
sea de 10 a 1000 A. (26)

Cuando se dispersan en agua partfculas de este tama-
fio, el producto no es una solucidn verdadera, sino una dis-
persién coloidal. No es filtrable y, habitualmente, no es
transparente; aunque, cuanto mds diluida se encuentre la dis
persifén, es mayor la probabilidad de parecer transparente.
(26)

A las particulas coloidales de fosfocaseinato de cal
cio (granulos esféricos observados en ¢l microscopic elec-
tr6nico), presentes en la leche, se les llama micelas.

Las particulas coloidales son suficientemente gran-
des para reflejar y dispersar la luz, y las dispersiones co-
loidales, en el agua, muestran uh fenbmeno conocidc como
efecto de Tyndall (un haz luminoso gque atraviesa la disper-
si6n coloidal es visible gracias a que la luz se refleja en
las particulas).

5i se examina con un microgcopio una dispersién co-
loidal de un s6lido en un gas (humo) o un liquido, pueden
verse centelleos, que son los reflejos de la luz sobre las
partfculas que se mueven al azar. Este hecho fue senalado
por primera vez en 1827 por un botdnico inglés, Robert Brown,
que observd con un microscopio los movimientos calticos y al
azar de granos de polen en el aqgua, lLos choques al azar y
desiguales de las partfculas ceoloidales, debidos a los movi-
mientos de las moléculas de la fase de dispersién, originan
ese fenbmeno, conocido en la actualidad como movimiento
browniano. La accién de los chogues explica en parte la es-
tabilidad de las dispersiones coloidales. Esta evita que
lag particulas coloidales mayores se depositen., (26)

En las dispersiones coloidales nés estables, todas
gus particulas llevan ¢l miswme tipo de carga cléctrica. Ix-
bido 4 esto se repelen entre 59 y no puedon unirse para for-
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mar partfculas lo suficientemente grandes para que se puedan
depositar. (26)

Algunos sistemas coloidales logran su estabilidad a
través de la mediacibn de una tercera substancia, un agente
estabilizador o coloide protector. Por ejemplo, el aceite
puede dispersarse coloidalmente en agua jabonosa, ya que las
moléculas de jabbn forman una "piel" cargada negativamente
alrededor de cada gotita de aceite y evita que se aglutinen.

?n la)leche se presenta también este fenbmeno (ver mis ade-
ante) ,

3.1.8.3 Materias nitrogenadas en la leche. Casefna

La importancia de la parte protidica de la leche es
muy importante por varias razones: (1)

a) Las substancias nitrogenadas se encuentran entre
las m&s abundantes y aunque en la leche de los
rumiantes los li{pldes se hallan aproximadamente
en la misma proporcién, en las otras leches cons
tituyen la fraccidén dominante.

b) Las propiedadades fisicoquimicas mis importantes
de la leche, especialmente las relacionadas con
su estahilidad, derivan de la presencia de préti
dos.

¢) Desde el punto de vista nutritivo, los prétidos
constituyen la parte mds importante de la leche.

d) Algunas proteinas del lactosuero tienen activida
des biolGgicas: enzimas, inhibidores, anticuer-
pos. Las proteinas de la leche, como las de la
sangre, son caracteri{sticas de cada especie por
sus propiedades inmunol8gicas,

Las materias nitrogenadas contenidas en un litro de
Jeche se reparten, en término medio, de la manera siguientc:
(89)




r
Casefina entera 27.0 g
/
Betalactoglobulina 3.0
AlfalactalbGmina 1.2
protefnas Jsuero albuminado 0.4
Proteidos <lactosuero Globulinas inmunes 0.7
Prétidos Prote?sas-peptonas g.g
(aprox.: LPro einas menores .
33.5 g) -~
Acidos aminados
\fllgopéptidos Nitrégeno
Materias nitrogenadas no no
protefdicas (urea, nucle6- proteico 1.6 g

tidos, creatina)

La "casefna entera", es un complejo de proteinas fos
foradas y constituye la parte nitrogenada mds caracteristica
de la leche; no existe ninguna substancia parecida, ni en la
sangre ni en los tejidos. (1)

La caseina abunda considerablemente en la parte pro-
tidica de la leche de los rumiantes. S5Su contenido medio es
de 27 g/lt en la leche de vaca. Puede variar en valor abso-~
luto (mucho menos que la materia grasa), pero se admite gene
ralmente que la proporcién de casefna del total nitrogenada
varfa muy poco; en las leches normales suele ser alrededor
del 78%. Se ha establecido un "fndice de casefna", cuyo va-
lor desciende por debajo del 77% en las leches anormales, es
pecialmente en las leches mamfticas (1) (ver 2.1.4). -

Las "protefnas del lactosuero® o protefnas solubles.
Se trata de una mezcla de holoprotefnas (que no tienen mis
gque aminndcidos) y de glicoproteinas (que contienen también
gldcidos) ., Las mis abundantes tlenen las propiedades de al-
btminas y de las globulinas, Se insolubilizan por el ealor,
antes de los 100°C. Una parte de estas protefnas no ge sin-
tetiza en la glandula mamaria; normalmente se encuentran en
muy pequenas cantidades (0.5 a 0.8 g/1lt, en la leche de va-
ca) (ver: Desuerado).

Las "proteosas-peptonas", son substancias con un vo-
lumen molecular intermedio entre ¢l de lag protefnas y el de
los péptidos. (1)

Subsstancias nitrogenadas no proteicas.  Constituyen
una parte escasa, pero que comprende un gran nfimero de snbs-
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tancias con peso molecular inferior a 500, Estas substan-
cias son dializables y permanecen en solucién en las condi~
ciones en que se produce la precipitacién de las proteinas,
Su estructura quimica es muy variada; junto a los aminodci-
dos libres, se encuentran urea, creatinina, nucle6tidos,
etc, (1)

La caseina nativa, es el sedimento blanguecino visco
so que se obtiene por ultracentrifugacién, netamente separa-
do de un liquido verdusco y limpido (lactosuero).

La caseina isoeléctrica, es la que se obtiene por la

precipitaci6n acida de la leche a pH 4.6 (punto isoel8ctrico
de la caseina).

El cofgulo de caseina-cuajo, se forma tras la adi-
cién de la renina o cuajo a la leche.

Estas caseinas "enteras" obtenidas por diversos pro-
cedimientos no son idénticas y se diferencian especialmente
por su contenido en elementos minerales, (89)

La caseina no es una substancia homogé&nea. La téceni
ca de electroforesis permite la separacién de tres fraccio-
nes que en orden decreciente de su movilidad electroforética

son:
a) Caseina alfa
b) Caseina beta
¢) Caseina gamma
La caseina alfa es, en sf misma, heterogénea. Se di

vide al menos en dos componentes que se distinguen por su so
Jubilidad en las sales de calcio:

. Casefna alfa-s, A una concentracifin de calcio de
0.3 a 0.4 M, diez veces mas la concentracién obser
vada en la leche, esta fracci6n precipita a pii 7 a
cualquier temperatura, (89) (No contiene gldcidos
y posee 0,2% del aminclcido sulfurado cistina; 1).

» Casefna kappa (x), gue permanece en solucién a la
concentracién anterior (insensible al calcio). (89)

Estas dos fracciones son también heterogbneas., La
electroforesis y la cromatograffa en presencia de
urea (agente de disociacién de complejos proteicos)
muestran que la cascina alfa-s, se forma de:
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. Caselna alfa-s; (constituyente mayor).

. Otros constituyentes menores (sin duda de menor
importancia en el plan tecnolfgico).

La caselna kappa comprende:
. Una fracci6n mayor, llamada la caseina kappa

. Una fraccién menor, llamada la casefna gamma (es
ta casefna proviene de la sangre. Ver m&s adelan
te)

De aqui que la caseina entera comprende tres consti-
tuyentes: caselna alfa-sj, casefna kappa y casefna beta.

Los aminofcidos que forman las proteinas de la leche
pueden agruparse, entre otras caracteristicas, atendiendo a
su estructura quimica. Algunos de ellos son monoaminodidci-
dos (8cido aspdrtico, dcido glutdmico), otros diaminomonodcl
dos (lisina) y el resto, monoaminomonoicidos o con otras ca-
racteristicas de grupo.

Algunos de ellos tienen el cardcter de esenciales,
descrito para los acidos qrasos en 2.3.1.2.2 y confieren a
la proteina ldctea su alto valor bioldgico; ellos son: lisina,
leucina, treonina, triptéfano, valina, isoleucina, histidina,
arginina y metionina. (13, 51)

Individualmente, muchos de ellos tienen un sabor
amargos leucina, tript6fano, isoleucina, lisina, &cido asplr
tico e histidina., (13)

Las caseinas (alfa-s y beta) se han clasificado cono
fosfoproteinas por contener Scido fosfbrico (parte prostéti-~
ca), ligado a un hidroxiamino8cido.

En la leche, las proteinas tienen una estructura de-

finida, que puede modificarse bajo la accién de diversos tra
tamientos aplicados en el laboratorio o en la industria. La
desnaturalizacibn, es una modificacibén limitada, sin ruptura

. aenlaces covalentes (estructura primaria), ni separa-
ci6n de fragmentos; consiste en una ruptura de los enlaces
que aseguran las cstructuras secundarias y terciarias, seguil
da de un reagrupamiento que conduce & una nueva gonfOLmavvén.
Las protefnas del lactosuero se desnaturalizan fécilmente
por el calor y se insolubilizan., (1]

Por obtyo lado, si se hace actuar a los agentes desna
turalizantes de una mancra mds intensa o prolongada, pueden
provocar la hidrflisis de las protefnas (ruptura de los enla
cas peptfdicos o disulfurados, con la liberacién de fragmen-
tos moleculares wdy o menos grandes). Bl calentamiento a al
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ta temperatura, asf como los &cidos y bases suficientemente
concentrados, ejercen una accién hidrolftica.

Las proteasas (enzimas orgé&nicas que desdoblan las
proteinas), especialmente las del sistema digestivo: pepsina,
tripsina y quimotripsina, tienen, cada una, preferencias por
la ruptura de determinados enlaces peptfdicos. El cuajo es
una proteasa de gran especificidad (ver m&s adelante).

3.1.8.3.1 Composicién y estructura de las casefnas

Todas las casefnas son grandes moléculas que contie-
nen f6sforo y un gran nlmero de &cidos aminados, entre los
cuales dominan el dcido glutfmico y en menor grado, la leuci
na y prolina. E1l f6ésforo est8 incorporado en las moléculas
bajo la forma de éster monofosfdrico de los hidroxidcidos se
rina y treonina. (89) Las casefnas presentan un polimorfis-
mo genético que se traduce en la posibilidad, para cada una
de ellas, de existir bajo diversas formas que derivan de una
forma original por mutacién,

La caseina alfa-s), constituyente mayor, sensible al
calcio, presenta las variantes genéticas A, B, C y D, Esta
caseina es relativamente rica en f6sforo (aproximadamente 1%:
8 &tomos de fésforo por molécula), no contiene glGeidos y su
estructura primaria se compone de una cadena peptf{dica inte~
grada por 199 residuos de &cidos aminados cuyo ordenamiento
varfa ligeramente seg@n las variantes genfticas.

51 tomamos como referencia la variante B de la casef

na alfa-s) bovina, con peso molecular aproximado de 23,600,
podemos establecer las diferencias gue presentan las otras
varjedades en cuanto a la secuencia de aminofcidos, La va-
riante A posee una supresién de los aminodcidos 14 al 26 de
la cadena; la variante ¢ difiere dnicamente en el aminodci-
do 192 {glicina en lugar de &cido glutdmico); y la variante
D cambia el amino&cido nGmero 53 (alanina) por la treonina
fosfato (consultar B89).

La caseina beta es soluble en presencia de calcio
(0,03 M) a baja temperatura (4°C). Countiene menos £6sforo
que la casefna alfa-s) (0.5%, es decir, 5 Atomos de fésforo
por molécula) pero mucha mds prolina. FEst8 constituida por
una sola cadena peptidica formada por 209 residuos de 8dcidos
aminados de peso molecular aproximado de 24,000 (Ribadeau-
bumas y col., 1972, citados por B89). Se conocen siete wa-
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riantes genéticas. Las diferencias entre la casefna beta A
bovina y las demis, son muy pequefias.

La cageina kappa es, como las precedentes, una fosfo
proteina de caracter acido, pero difiere mucho en su composi
cién y propiedades. Las caracterfisticas mds sobresalientes
de esta proteina son: (1)

.  Una gran solubilidad, atn en presencia de calcio
a concentracién relativamente elevada.

. Poder estabilizante, frente al calcio, para las

otras casefnas, a las que incluye en un complejo
soluble,

. Substrato especifico del cuajo.

La caselna kappa es una glicoprotefna que contiene
en proporciones sensiblemente equimoleculares tres tipos de
gl@cidos:

. Un azficar reductor neutro, la galactosa.
. Un azfcar aminado, la galactosamina.

. Un glfcido 4cido complejo, el 8cido siflico (sacd
ridos que contienen &dcido neuraminico o lactamini
c¢o, bajo formas acetiladas sobre el nitrégeno o
sobre el opxigeno).

Estos glGcidos se encuentran en las proporciones me-
dias de 1.3, 1.4 y 2.3 respectivamente. Por este motivo, el
contenido en nitrdgeno de la caseina kappa (14.3%) es neta-
mente inferior al de las otras casefnas (alrededor de 15.6%).

(1)

La determinacién de los aminufcidos pone de manifies
to la presencia de cistina y una proporcién elevada de hidro
xiamino&cidos (12.3%). Por lo tanto, en la caseina kappa
existe una acumulacién de grupos -0H hidr6filos, lo que ex-
plica su gran solubilidad. (1)

La caselina kappa contiene bastante menos f6sforo que
las caselnas sensibles al calcio; sin embarqgo, su punto igo-
eléotrico es del mismo orden, en raz6n de la presencia de va
rios residuos de fcido s5i41fco en la molécula (...). La es-
tructura de la casefna kappa se conoce con mayor cxactitud
que la de las otras casefnas, gracfas al estudio de Ja ac-
cibn de diferentes enzimas, como el cuajo y al uso de reacti
vos eepecificos como ¢l hidroboruro de 1itia.
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En lo que se refiere al o a los grupos prostéticos
glucidicos, el dcido siflico se encuentra en posici6n termi-
nal, delante de la galactosamina y la galactosa. (1)

La proporcién de caseina kappa en la casefna entera,
procedente de mezclas de leche de vaca, se acerca al 15%.
Segln el contenido de &cido siflico, parece que la propor-
cién de casefina kappa puede variar bastante ampliamente en
las casefnas individuales. (1)

La caseina kappa consta de una sola cadena peptidica
de peso molecular igual a 19,000 y constituida por 169 resi-
duos de aminodcios. (89)

La unidén de las secuencias glucfdicas por intermedio
de la galactosamina, se opera a nivel de los hidroxilos de

la treonina que forma parte de la constitucién de la cadena,
(89)

Se conocen dos variantes de la caseina kappa; cada
una puede presentarse bajo siete formas dependiendo de su

contenido en glGcidos, (89) pero presentan las mismas propie
dades frente al cuajo.

La casefna gamma, contiene 1% de fésforo (13) y a di
ferencia de las caseinas alfa y beta, no coagula por el cua-

jo.

Aunque pequeiias, las modificaciones que presentan la
estructura quimica de las diferentes variantes de casefnas
designadas por las letras A, B, C., e¢tc., pueden significar
importantes cambios en las propiedades., (89)

El reemplazo de un aminoicido puede provocar un cam-
bio de las estructuras secundaria y terciaria de las protef-
nas. De este modo se ha mostrado que las leches que contie-
nen Gnicamente la variante alfa-s) A, tienen una débil velo-
cidad de acidificacibn y producen un c¢ofgulo suave en rela-
ci6n con el que se observa con las leches que s6lo contienen
cagefna alfa-s) B o la casefna alfa-s) BC. La nocibn de va-
riante genética puede, pues, presentar secuelas précticas ip
teresantes,

La caseina de la leche de vaca estd compuesta de
aproximadamente 30 a 33,7% de casefna beta, 60 a 58.9% de ca
sefna alfa y de 5 a 7.4% de casefna gamma, (8, 13) Sin em~
bargo, repetimos, la riqueza en estas tres fracciones varfa
con la raza, la alimentaci6én, el perfodo de lactacibn, etc.

La leche que se emplea en la elaboraci6n de queso de

~-




240

be contener al menos un 90% de casefnas alfa y beta, pues
cuando mis alta sea su riqueza en estos dos tipos de caseina,
m&s queso se obtiene a partir de igual cantidad de leche,

Casefna soluble

El sedimento blanquecino obtenido por ultracentrifu-
gacién de la leche no agrupa a toda la casefna, es decir,
las protefnas precipitables por acidificacién a pH 4.6. Per-
manece en el lfquido de dispersién (lactosuero), 2 a 10% de
casefna llamada casefna soluble que no se encuentra en esta-
do de micelas de fosfocaseinato de calcio, sino bajo la forma
de monSmeros o pequefios polfmeros. Esta casefna soluble pa-
rece contener una proporcifn mis grande de caselina kappa y de
casefna beta gue la casefna total. El equilibrio entre la
forma micelar y la forma soluble es muy variable, especialmen
te en funcidn de la temperatura y del contenido de 14 leche
en calcio ionizado. De este modo, una disminucibén de tempera
tura aumenta la proporcién de casefna soluble. Leche a 20°C
gue contiene 5 a 7% de casefna soluble, podri contener, a 4°C,
mds de 10%. Por otra parte, si se modifica en mds o en menos,
el contenido de la leche en calcio ionizado, sge disminuye o
se aumenta el contenido de caseina soluble. De este modo, di
luyendo la leche o insclubilizando el calcio con ayuda de una
sal apropiada, el oxalato por ejemplo, se provoca una cierta
disociacibén de las micelas con la disminucién del tamafio. Pa
ralelamente puede constatarse aumento en el contenido de ca-
seina soluble. Contrariamente, si se concentra la leche y se
agrega una solucién de calcio soluble, por ejemplo, cloruro
de calcio, se obhserva un crecimiento de las micelas lo gue se
traduce principalmente, en una mineralizacién. Al mismo tiem
po, la cantidad de casefina soluble disminuye hasta llegar a
ger nula si la cantidad de calcio ionizado se aproxima a 0.1
M. (89)

3.1.8.3.2 8intesis de protefnas, Resumen

La gercalbfimina, las inmunoglobulinas y la casefna
gamma ho se sintetizan en la gl&ndula mamaria, se absorben a
partir de la sangre. {51, 3%) La betalactoglobulina, la al-
falactalbGmina y las demds protefnas ge sintetizan en la ma-
ma.

Los péptidos del plasma suministran menos del 10% de

—_
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los aminodcidos de la protefna de la leche.

Las proteinas del plasma pueden suministrar una pe-
queiia proporcién de los amino&cidos esenciales para la sinte
sis de los componentes proteicos formados en la ubre; de las
proteinas del plasma procede menos del 10% de las protefnas
sintetizadas en la mama.

La mayor parte de las protefnas que se sintetizan en
las células epitella]es, se forman a partir de amino&cidos
absorbidos del torrente sanguineo. Los aminofcidos esencia-
les de la leche, leucina, lisina, treonina, valina, isoleu-
cina, histidina y arginina, se absorben en cantidades sufi-
cientes para dar cuenta de todas las moléculas de los mismos
presentes en las proteinas sintetizadas en la mama. (51)

Algunos de los aminodcidos dispensables se absor-
ben como aminofcidos libres dentro del torrente sanguineo;
el resto se sintetizan o se forman a partir de otros en la
gldndula. Por lo menos el 50% de los aminodcidos no esencia
les de la caseina y la betalactoglobulina proceden directa-
mente de la sangre, sin sufrir intercambio de &tomos con
otros metabolitos. La gldndula mamaria absorbe ornitina de
la sangre y la transforma en prolina. A partir de la gluco-
sa sanguinea se sintetizan menos del 20% de los restos de
glutamina, Acido glutfmico y asparagina. Otros aminodcidos
no esenciales pueden sintetizarse también a partir de los
dcidosg grasos voldtiles y acido acético,

La sintesis proteica es controlada por el DNA de los
genes., El mecanismo es conmparable al observado en la mayor
parte de las células ¢ incluye la replicacién del DNA, la
transcripcién del RNA a partir del DNA y la traduccién, que
es la formacifn de la proteina de acguerdo con la informa-
cién contenida en el RNA.

IBste (ltimo proceso ocurre en los ribosomas y requie
re el acoplamiento de un aminoicido a upa molécula de RNA de
transferencia, una enzima activadora del aminofcido y la
energfa procedente del ATP para que el aminoicido eleve su
nivel enBrgético y participe en la reaccién.

Ciertos antibi6ticos come la actinomicina y la puro-
micina inhiben la sintesis proteica., La actinomic¢ina inhibe
la sintesis del RNA dependiente del DNA y la puromicina inhi
be la incorporacidn de los amincdcidos a nivel de los ribosg
masg, (51)

Dos mecanismos de control) de la sintesis proteica
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son la inhibicién retroalimentaria y la inhibicifn por repre
si6én. En ambos casos es el conjunto de los productos fina-
les el causante de la inhibicifn de la actividad enzimitica
y el freno de la sintesis proteica.

3.1.8.4 Estructura de las micelas en la leche

El conocimiento de la estructura Intima de las mice-
las de caseina nativa constituye probablemente el fundamento
de toda la tecnologfa lechera que busca, seg8n los casos, es
tabilizar o desestabilizar la fase micelar de la leche. (897

El color blanco de la leche es el signo inmediatamen
te visible de la presencia de partfculas de caseina nativa
dispersa en el lfquido, Estas particulas groseramente esfé-
ricas tienen un tamafo variable, entre 30 y 300 milimicras,
La media mds frecuente se sitGa entre 80 y 100 milimicras.
Por separacifn a ultracentrifugacibn, se obtiene un sedimen-
to que contiene, por término medio 70% de agua y 30% de mate
rias secas entre las cuales el 94% es casefna y el 6% son ma
terias salinas. De hecho, estas cifras no reflejan la compo
sicién de todas las micelas. Las m&s voluminosas tienen un
contenido en sales m8s elevado. Por otro lado, se observa
en la leche un desequilibrio entre el contenido en sales di~
sueltas y el contenido en sales de las micelas. Cualquierx
modificacién de las primeras implica una modificaci6n de las
segundas y por consecuencia, un cambio en el tamfio de las mi
celas de casefna nativa., (89) B

Estas micelas, aln cuando son de pequeio tamaio, re-
pregsentan unyran nmero de moléculas de casefna asociadas n
timamente en ¢l seno de una estructura cuya naturaleza es
aun diffcil dao precisar, Bajo este punto de vista, muchas
hipbtesis se debaten actualmente. (89)

Una de ellas, emitida por Waugh y Hoble (1965) se
funda sobre el contenido mayor en casefna kappa detectado en
las pequebas micelas. Seqgln estos autores, la micela estd
constituida de una capa periférica de casefnas alfa-s) y
kappa y de un nGcleo central de casefnas alfa-sy y beta, Es
ta estructura, considerada como bastante rigida, ¢ justifi-
ca por el hecho de que el cuajo ataca fnicamente a la casef-
na kappa que debe encontravse en la superficie para ser modi
ficada por la enzima. Por otra parte, la beltalactoglobulina,
proteina scluble de la leche, reacciona <on la casefna kappa
an el momento del calentamiente v -e fija sobre las micelas.
Nuevamente es dificil jmaginar gue una molécula de gran tama
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no como la betalactoglobulina pueda penetrar al inverior de
una micela rigida y compacta. La unién con la caseina kappa
hace suponer que &sta ocupa una posicién periférica. (89)

Otra hip6tesis referente a la estructura de la mice-
la se formuld desde 1969 por Ribadeau-Dumas y Garnier. Es-
tos autores demostraron que todas las moléculas de casefna
alfa~s], beta y kappa presentes en las micelas, son accesi-
bles a la carboxipeptidasa A cuyo peso molecular (34,000) es
vecino al del cuajo (30,700). En estas condiciones, vya no
se puede atribuir a la micela una estructura compacta y riqi
da, sino una estructura alveolar y esponjosa que explica la
penetracién de moléculas de gran tamafo al interior de la mi
cela. Por otra parte, la hidratacién muy elevada de la mice
la (75% de agua en volumen) es un factor que viene a corrobo
rar esta hipbtesis., A fin de cuentas, segfln estos autores,
las caseinas alfa-s), beta y kappa se reparten mis o menos
uniformemente en el seno de la micela. Sin embargo, la ca-
sefna kappa conserva una posicibn clave. En efecto, esta ca
sefna se encuentra bajo la forma de un tri{mero, en donde ca-
da uno de los tres vértices estén unidos a una cadena de co-
polimeros alfa-sji-beta. En suma, la casefna kappa represen-
ta los nudos de un conjunto tridimensional cuya forma gene-
ral tiende a ger esférica a medlda que la micela aumenta de
tamafio, (89)

Finalmente, una dltima hip6tesis propuesta en 1969
por Rose, atribuye también a la casefna kappa una posicién
preferencial en la periferia de la molécula sin que por ello
esta posici6n sea la dnica. Ciertas moléculas de casefna ka
ppa situadas en el interior de la micela, serifan el orlgon
de lag dificultades de acceso para el cuajo, traduciéndose
por una liberacién incompleta del Scido sidlico., (89)

Pero las casefnas no son las Gnicas constituyentes
de las micelas y se sabe que las sales minerales, especial-~
mente las sales de calcio juegap un papel mayor en la identi
ficacibn de la estructura interna de las partfeulas nativas,
De este modo los ilones Cat+ pueden constituir uniones cruza-
dag entre las moléculas de casefna y favorecer de esta mane-
ra su aglomeraci6n. Pueden también fijarue sobre una u otra
de las protefnas e inducir un cambio de conformacién en lasg
cadenas proteicas de donde resultan aptitudes particulares
en la formacién de polimeros. (89)

El estado y la funcidn de otras sales mincrales son
menos conocidas aunque ciertamente muy impovtantes. Do este
modo, las micelas contienen fosfato de calcio inorginico,
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Es el que hace que usualmente se diga gque la caseina se en-

cuentra, en la leche, bajo la forma de fosfocaseinato de cal
clo. (89)

(La naturaleza de la unifén que asocia el fosfato con
las casefnas no es ain perfectamente conocida).

(...) Inicialmente se pensaba en una adsorcién meci-
nica del fosfato sobre las micelas., Actualmente se piensa
en una unién quimica. El fosfato inorgdnico estarfa como
HPO4™~ ligadoal calcio y éste a su vez a los grupos carboxi

los de la casefna. (89) (Contribuyendo asf a mantener la esg
turctura de las micelas).

Las partfculas de casefna nativa contienen principal
mente fosfato de calcio. Se encuentra igualmente citrato de
calcio que confiere a la fraccidn mineral de la casefna el
cardcter de fosfocitrato coloidal ligado a las casefnas
(Pyne, citado por 89).

El magnesio también forma parte de la micela de ca-
seina nativa.

3.1.8.5 Coagulaci6n

Las micelas de casefna que persisgsten en la leche
tras una larga conservacién y los tratamientos térmicos habi
tuales (pasteurizacifn, esterilizacidn) pueden destruirse f3
cilmente por tratarse de una estructura frégil. Las princi-
pales causas de inestabilidad son: (1)

a) Calentamiento bajo presifn a temperatura elevada.

b) La presencia de jones minerales a una concentra-
cibén critica que puede ser relativamente baja.

¢) El descenso de la temperatura disminuye la establ
lidad de las micelas; el enlace de la casefna beta
es el mAs frAgil.

d) Descenso del pH., Ac¢lén de los &cidos
e) Accibn de enzimas proteocliticas.

El fenbmeno de la coaqulacién corresponde a la gelifi
cacifbn de la suspensibn coloidal. Las micelas geparadas Yy 12
bres en la suspensifin se asocian, se agregan entre allas y
tienden a formar una trama continua. 851 el medio es manteni-
do en reposo, se forma un gel, e decir, un estado que presen
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ta las caracteristicas mecdnicas de un s6lido, un estado en
el seno del cual las micelas asociadas aprisionan el liquido
de dispersitn, el lactosuero. (34)

En queserfa se utilizan dos procedimientos para pro-
vocar la formacién del gel: la acidificacién y la accién de
una enzima coagulante, generalmente, el cuajo. (34) Cada
uno de estos modos de floculacidén no se utiliza nunca solo.
Todas las cuajadas en queseria resultan, de hecho, de la ac-
cibén simultédnea del cuajo y del dcido lictico proveniente de
la transformacién de la lactosa por las bacterias l4cticas.
(89)

(Actualmente, la fabricacién de algunos quesos recu-
rre a técnicas muy modernas para separar las proteinas de la
leche; ejemplo de ello son la centrifugacibén de la leche y
la ultrafiltracién).

3.1.8.5.1 Consideraciones previas. Propiedades
de las caseinas

Dastacan tres propiedades, escogidas en funcibn de
su importancia tecnolbgica particular:

A, Propiedades eléctricas

El balance de los agrupamientos ionizables de las di
versas casefinas conduce a constatar un exceso notable de
agrupamientos Acidos sobre agrupamientos bdsicos. Iste exce
s0 se explica por la importancia de los 4cidos difcidos (dci
dos glutfmico y aspértico) (abundancia de grupos carboxfli-
cos libres en los grupos aminados; 1)y por la presencia de
fosfoserina y, en el caso de la casefna Kappa, por la presen
cia del 4cido siflico (radical fuertemente Acido); la presen
c¢ia del radical fosférico contribuye también al cardcter &cl
do de la casefina,

La acidez de las casefnas interviene especlalmente
en la medida de la acidez titulable de la leche fresca (89)
(ver 2.8).

Las casefnas son pues, elcctronegativas, 1o que sig-
nifica que sus moléculas migran hacia el &nodo en las condi-
clones habituales de la electroforesis en solucién tampon a
pH B8.6. (89)

For otro lade, como todos Jlos anfolitos (electroli-
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tos que poseen en su molécula grupos &cidos cargados positi-
vamente), las caselnas se disocian, segln el valor mis o me-
nos elevado del pH del medio, como un &cido o como una base.
En el primer caso, pueden formar caseinatos y en el segundo,
sales de casefna. A un cierto pH, funcién del balance de
los grupos ionizables de cada molécula, el ntmero de cargas
positivas es rigurosamente igual al nimero de cargas negati-
vas., De ello se sigue una anulacibén de la carga eléctrica
total de la protefna cuyas moléculas nc o desplazan més
mientras est&n sometidas a la accién de un campo elé&ctrico.
Este valor particular de pH constituye el punto isoeléctri-
co (pHi) de la proteina. (89)

Las diversas caseInas tienen, claro est&, pHi dife-
rentes: 4.4 para la caselna alfa-s), 4.9 para la casefna be-
ta, 3.7 para la casefna kappa, que es la mis cargada en gld
cidos. Se admite que el pHi de la caseina entera en la le-
che es igual a 4.6. Esta nocifn es, por otra parte, el ori-
gen de la definicidén de la casefna entera: grupo de protef-
nas fosforadas precipitables en la leche a pH 4.6 y a tempe-
ratura de 20°C.

B. Solubilidad y propiedades asociativas

En el agua pura, al pH de la leche, las caseinas
tienden a formar polimeros, es decir, asociaciones de molécu
lag idénticas. Sin embargo, permanecen completamente solu-
bles. Por otro lado, en presencia de calcio ijonizado su com
portamiento es diferente. (89)

81 el contenido de iones de calcio es comparable al
gque se observa en la leche (0.03 M), Gnicamente la casefina
kappa es soluble a temperatura ambiente (25°C) o més. La ca
sefna beta solamente es soluble a baja temperatura, inferior
a 35°C, y la casefna alfa-s)} es insoluble a cualquier tempera
tura, De cualquier modo, estos caracteres Iinteresan dGnica-
mente a las soluciones de casefna aislada. Cuando las casef
nas se encuentran mezcladasg, como es ¢l caso de la leche, su
comportamiento es diferente., En presencia de caseina kappa,
las casefnas alfa-s) y beta se vuelven solubles a cualquier
temperatura., La casefina kappa tiene pues, propiedades esta-
bilizantes frente a las otras casefnas. Estas propiedades
se explican por la formacién espontdnea de complejos entre
las tres casefnas, en presencia de ilones de calcio. FEstas
asoclaciones estables entre las moléculas de diversas case{-
nas constituyen lo esencial de las micelas de cascina nativa
dispersas en la fase hfdrica de la leche. Son las casefnas
alfa-sy y kappa gquienes presentan la mayor afinidad, sus mo-
léculas se asocian répida v fuertemente, 8Sin embargo, las
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casefnas beta y kappa y las casefnas alfa-sj y beta también
pueden asgociarse. (89)

C. Estabilidad de la solucién micelar

Las micelas de una solucién coloidal estable son agi
tadas por un movimiento permanente y esponténeo, en funcién,
especialmente, de la temperatura y de las dimensiones de las
micelas. Es el movimiento browniano (3.1.8,2) provocado por
los choques de las moléculas del sistema acuoso dispersante,
sobre las micelas., Al azar de ese movimiento, dos micelas
que se encuentran deberfan soldarse una con otra por el jue-
go de fuerzas de cohesifn que tienden a disminuir su superfi
cie. En una leche fresca esto carece de importancia. La so
lucibén es estable porque existen, ademis de las fuerzas de
cohesibn, otras fuerzas de sentido opuesto, susceptibles de
anular a las primeras y mantener de este modo la estabilidad
de la solucién. Estas fuerzas resultan esencialmente de dos
factores (Benezech, citado por 89):

a) La exigtencia de cargas eléctricas
sobre las micelas

b) La afinidad de las micelas por el 11
quido dispersante en presencia de
agua

a) Cargas eléctricas. La electroforesis, es decir,
el desplazamiento de las micelas en un campo eléctrico, mues
tra la existencia de tales cargas., Al pH de la leche fresca,
en raz6n de la presencia en la casefna total, de grupos car-
boxflicos libres (-COOH), sobre los grupos aminadou (=NH3y),
los agrupawientos de 8cido fosférico y dcido siflico (casef-
na kappa), las miceclas de fosfocaseinato son cargadas negati
vamente y migran hacia el &nodo, La existencia de estas car
gas eléctricas explica, en gran medida, la estabilidad de la
golucibn., En efecto, las micelas son sometidas a repulsio-
nes electrostiticas cuya intensidad crece a medida que las
partfculas se acercan. La neutralizacifn de esas cargas por
cargas positivag (fones HY de fcidos o cationes de sales) es
suficiente para anular las fuerzas de repulsién y provocar
la aglomeracién de las micelas sometidas entonces solamente
al movimiento browniano. Es el fenbmeno de floculacibn. (89)

b) Hidratacibén de las micelas. las fuerzas de cohe
sién (...) resultan de la existencia de Ja tensi®dn interfa-
cial. Cualguier reduccitbn de esta Gltima provoca una dismi-
nuciédn de las fuerzas de cohesifn, y de ahi, un aumento de
la estabilidad de la solucifin coloidal. Ciertos colaides,
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especialmente las proteinas, pregsentan la propiedad de dismi
nulr, ellas mismas, la tensidn interfacial en razén de su
afinidad por el agua, elemento dominante de la fase disper-
sante. Las micelas de fosfocaseinato de calcio por su facul
tad de hidratacién notable, entran en esta categoria de co-
loides; el mecanismo de la estabilidad es el sigquiente: (89)

Sabemos que el agua tiene una estructura dipolar, lo
que significa que las moléculas constituyen un conjunto de
dos cargas eléctricas, iquales y de signo contrario, separa-
das por una clerta distancia. Esta estructura explica la ap
titud de las moléculas de agua para formar alrededor de las
micelas hidrofflicas, ricas en agrupamientos polares ({(~COOH,
-OH, -NHjp, etc.) una corona en el seno de la cual los dipo-
los de agua son perfectamente orientados; su extremidad posi
tiva es atrafda por las cargas negativas de la micela. Esta
capa de hidratacifn, formada por moléculas orientadas, co-
rresponde a la del agua ligada (ver 2.2.4). Muchas otras ca
pas compuestas por moléculas de agua, cada vez menos orienta
das, rodean a la primera, Constituyen lo que se llama algu-
nas veces la hidratacién periférica. (Las micelas fijan cer
ca de 3.7 g de agua por gramo de proteina; 34). Parece que
hay una transicién progresiva entre el agua ligada, de la
cual sabemos que presenta particulares propiedades probable-
mente como resultado de la orilentacifén de las moléculas (re-
sistencia a la deshidrataci6n, dificultad de congelacién, au
sencia de poder disolvente frente a los cristaloides, etc.)
y el aqgua libre presente en el lfquido dispersante, es decir,
el lactosuero. En estas condiclones, la interfase micelas-
agua libre es pr8cticamente inexistente y la energfa inter-
facial nula (...) Si se agrega a la leche un poderoso deshi
dratante en cantidad suficiente, alcohol o acetona por ejem=-
plo, puede suprimirse la corona de agua ligada que separa el
agua libre de las micelas, Aparece entonces una interfase
micelas~lactosuero y para gque la enexrgfa interfacial existen
te en la superficie del conjunto de micelas sea lo més débil
posible, se produce la aglomeracién de partfculas. Nuevamen
te hay floculacién, (89)

3,1.8.5.2 Aspectos tecnol6gicos
3.1.8.5.2.1 Coagulacifn lictica

La coagulacién por acidificacifn ldctica se observa
cuando la leche se siembra con un cultivo de bacterias lécti
cas y se incuba a temperatuva conveniente (20 a 30°C, por
ejemplo),
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El 4cido lictico formado disminuye progresivamente
el pH de la leche y en cuanto éste alcanza valores pr&ximos
a 5, se produce la floculacién de la casefna y en el reposo,
la formacién de un gel. (34)

La coagulacién exclusivamente l&ctica o 4cida sélo
se emplea para la elaboraci6n de unos pocos tipos muy concre
tos de queso. (13)

La solucién coloidal de fosfocaseinato de calcio es
muy sensible a las modificaciones del pH provocadas por una
adicién de dcido o por el desarrollo de la fermentacién l&c-
tica. Los iones Ht provenientes de la disociacibn del &cido,
neutralizan las cargas negativas que llevan las micelas.

Por otro lado, la afinidad del electrolito (Ht) por el agua,
adicionada o desarrollada, acarrea clerta deshidratacibn de
las micelas. Estos dos fendémenos provocan la floculacién de
la solucibn coloidal. Sin embargo, no son las micelas de
fosfocaseinato de calcio las gque floculan sino la caseina
desmineralizada. En efecto, en el curso de la acidificacién
asistimos a una migracién progresiva, fuera de las micelas,
del calcio ligado a las caseinas y al fosfato de calcio. A
pH 4.6, punto isoeléctrico de la casefna entera, las micelas
han desaparecido en razén de su completa desmineralizacién.
La casefna precipita entonces completamente bajo la forma de
casefna 1soeléctrica. (34, 89, 13) Es decir, la acificacién
de la leche provoca la destruccién de las micelas sin frac-
cionar la caseina; si se dispersa el cofgulo en un lfquido,
no se encuentran micelas esféricas, mientras que éstas se ob
saervan cuando se dispersa el cofgulo formado por el cuajo.
(89)

La caseina isoecléctrica est8 completamente privada
de calcio y no tiene mds que f6sforo protelco. FEsta "desmi-
neralizacién" es la caracteristica principal de la caselna
precipitada por acidificacién, en comparacién con las subs~-
tancias precipitadas por el cuajo. (1) (El Acido léctico fi-
ja el calcio de la caseina).

Caseinato~Caj+2 CH3—CHOH—COOH - Cagefna +(Cn3-CHOH*COO)2Ca
(coloidal) fcido lactico {soluble) lactatc de calcio

(I’Od) 2C33 + 2(3113~*'Cll()ll-*C‘)()l! M-w‘*‘((Illj‘-CHOH*CDD) 2(’;‘& + (1304) 2(,25"4

(coloidal) &cido l&ctico lactato de calcio fosfato mo
noc8leico
goluble
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Al principio de la acidificacibn, la solubilizacién
del calcio se produce sin destruccifn de las micelas. Una
cafda del pH de 6.7 a 6.0 corresponde a una baja del 50%
aproximadamente del calcio ligado a la caseina.

3,1.8.5.2.1.1 Factores de la coagulacibén lactica

Deben considerarse los de mayor importancia:

a) Temperatura

A baja temperatura (0 a 5°C), el pH puede ser bajado
al punto isoelé&ctrico de la caseina (4.6) (agregando dcido
clorhidrico, por ejemplo; 1), sin que haya coagulacién (Gni-
camente se observa un aumento de la viscosidad); pero si la
leche acidificada de este modo se lleva -a 20°C, la coagula-
cién es inmediata (34). Esta propiedad es la base de un nue
vo procedimiento de fabricacién de cuajadas 4cidas, como el
"gqueso cottage". (1)

A temperatura superior a la temperatura ambiente, la
acidificacifén necesaria para la desestabilizacién de las mi-
celas es menor.

Niveles de acidez necesarios para la coagulacidén de
la leche en funcién de la temperatura: (34)

Temperatura °Covevervevsses 23 38 65
Acidez (% acido l&ctico),.. 0,50 0.40 0.35

Los efectos de la acidez y el calor se suman. La
floculacién de la caselna tiene lugar a un pH tanto mds ele-
vado cuanto miAs alta es la temperatura. A las temperaturas
de esterilizacitn, es suficiente un descenso del pH de algu-

nas décimas de grado para gque la leche flocule (hacia pH
6.4).

Por lo anteriormente expuesto, llegamos a un concep-
to muy importante que Alais llama "punto isoelé&ctrico aparen
te" de la casefna nativa, que en su medio natural varfa con-
siderablemente en funcibén de la temperatura.

b) Condiciones de la acidificacibn

51 se adiciona brutalmente a la leche mantenida a la
temperatura ambiente, una cantidad de 4cido suficilente para
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hacer descender el pH a 4.6, se observa un precipitado de
fl6culos de caseina pero no la formacién de un gel,

Una acidificacién progresiva (de tipo biol6gico) que
se lleva a cabo en una leche mantenida en reposo, ocasiona
la formacibén de un gel homog&neo que ocupa enteramente el vo
lumen de la leche. (89, 34, 1)

3,1.8,5.2,1.2 caracteristicas del gel ldctico

El gel l8ctico tiene una tensiédn débil, no es eldsti
co, es friable, permeable y muy poco contrdctil. (34, 89)

Sus posibilidades de deshidratacifn est&n reducidas
en razén de la importante retencidn de agua resultante de la
elevada hidratacifn de las pequefias particulas, muy disper-
sas, de caseina desmineralizada. Por otro lado, la friabili
dad se opone al trabajo mecénico intenso, (89) -

3.1.8,5.2.2 Coagulacibn por accibn del cuajo

Este modo de coagulacidn es la base de la fabrica-
cién de la mayoria de los quesos.

3,1.8.5.2,2,1 Cuajo

A. Origen

£l cuajo, cuyo principio activo es la quimosina o re
nina, es una enzima proteolftica que ge secreta por la muco-
sa del cuarto estfmago o abomaso (vulgarmente 1lamado cuajar)
de los rumiantes jévenes alimentados exclusivamente con le-
che (becerros, corderos, cabritos, etc.),

Se admite por lo general, gue la secrecifn se detie-
ne en el momento del destete, cuando se incorporan losg ali-
mentos s86lidos a la racifng entonces se reemplaza por otras
enzimas, Una de ellas, semejante a la pepsina, otra, con
propiedades intermedias entre la pepsina y el cuajo. Sin em
bargo, la iniciacién de la secrecién del cuajo no depende de
la alimentacidn, va que el estmago del feto lo contiene mu-
cho antes del nacimiento; ademfs, la secrecidn no parece es-
tar estimulada por la alimentacidn léctea,
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El cuajo, en tanto que enzima proteolitica, tiene
una doble actividad: una actividad coagulante, especffica so
bre la caselna y una actividad proteolitica general sobre to
das las protefnas. (34) -

Las propiedades enzimiticas del cuajo hacen que se
clasifique entre los endopéptidos. Esta actividad endopepti
désica, de cardcter estrechamente especifico, es el origen ~
de la coaqulacién "por accién del cuajo" de la leche. (89)
Adicionado a la leche tibia, el cuajo provoca la coagulacién
en una masa gelatinosa y flexible. (89)

B. Activacién

(...) como otras enzimas digestivas, el cuajo es se-
cretado en forma inactiva, el pro-cuajo. El mecanismo de
conversién de &ste en enzima activa no es afin enteramente co
nocido. Sin embargo, se sabe que se acompafia de una fragmen
tacién de la molécula de pro-cuajo y la liberacién de pépti-
dos bdsicos (ricos en tirosina; 1), que provienen probablemen
te de la parte N-terminal de la molécula inicial, (89) Su
punto isoeléctrico desciende de pH 5.0 (proenzima) a pH 4.7
{(enzima). (1)

La activacién del pro-cuajo tiene lugar espontdnea-
mente a pH inferior a 5 y se acelera por debajo de este va-
lor para llegar a ser muy rdpida a pH 2 (casi instanténea;
los iones H, aceleran la activacién). El fenfmeno es auto-
catalftico porque la adicibén de cuajo a la solucifn de pro-
cuajo, aumenta netamente la velocidad de activacién de é&ste.
(89)

C. Obtencibn y presentaciones

Los procedimientos de obtencibn del cuajo, sea para
su presentacidn liquida o en polveo, a partir del abomaso de
los rumiantes jévenes, se describen en los libros con algu-
nas variaciones, dependiendo del autor, la reqgibn o el pafs;
a manera de ejemplo y por su sencillez, escogimos la siguien
te: (13)

"E1l cuajo se elabora en industrias especializadas
que lo suministran en forma de polvo de una actividad norma-
lizada. Los cuajares llegap a estas industrias desecados y
allf se trocean finalmente y se maceran durante algunas ho-
ras en una disolucién salina acidificada con 8cido bbérico.
Durante el proceso de maceracidn va saliendo la enzima de
los cuajares triturados incorporfindose a la disolucifn del
macerado. lPara purificar la enzima se anade luego repetidas
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veces sal comln o sulfato aluminico y dcido clorhfdrico (has
ta pH 5.0). Después se procede a neutralizar a pH 5.5 con
fosfato bis6dico, y se centrifuga para eliminar las substan-
cias mucosas precipitadas; la disolucién enzim&tica, asf pu-
rificada, se normaliza con una solucién salina a determinada
fuerza o titulo (1:10,000 o 1:20,000). La enzima puede puri
ficarse precxplténdohaporacxdificacién a pH 5.0 con 4cido
clorhidrico y saturacién con sal., Despubs se deshidrata al
vacio a 30-37°C y se pulveriza en un molino de martillos".

El cuajo también puede obtenerse a partir de terne-
ros vivos (alimentados Gnicamente con leche), a los que se
introduce quirfirgicamente una sonda por donde se administra
suero desalbuminado que posteriormente se extrae por aspira-
ci6n para obtener la enzima,

El cuajo en estado cristalizado puede separarse por
cromatografia en tres constituyentes: A, B y C (Foltmann, ci
tado por 89), cuya actividad coagulante es diferente. Son
los constituyentes A y B los que forman lo esencial del cua~
jo total. Se trata de holoprotefnas cuya composicifén en ami
noicidos es muy semejante. Su peso molecular eg de aproxima
damente 30,700 mientras que el del pro-cuajo es de 36,200.

La diferencia representa el peso molecular de los péptldos
separados en el momento de la activacidén. (89)

D. Mecanismo de la coagulacién de la
leche por el cuajo

Se admite, desde los trabajos del sueco Hammarsten,
publicados en 1873, que el cuajo actda sobre el fosfocaseina
to de calcio de !z leche, provocando un fraccionamiento de
la substancia en dos partes, una soluble llamada proteasa de
Hammarsten, que representa aproximadamente 5 a 6% del subs-
trato y la otra insoluble en presencia de calcio ionizado,
el fosfoparacaseinato de calcio. (89, 1)

Linderstrom-Lang y Holter desarrollaron hacia 1930
una teorfa segdn la cual el complejo casefna de la leche es
estable gracias a la presencid de un componente que hace el
papel de un coloide protector. Fl cuajo, en un primer tiem-
po, degrada especificamente este compuesto y, en una segunda
fase, el complejo caseina flocula. (34)

Los trabajos de Nitschmann, Alails, Garnier, confirma
ron desde entonces que la coagulacifn de la leche comprende
dos fases, (34)
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o Una fase enzimitica en el curso de la cual el cua
jo ataca al componente que hace el papel de esta-
bilizante.

o Una fase secundaria que corresponde a la forma-
cibén del codgulo por disociacién de las micelas.

Cuando se agrega cuajo a la leche, se observa, antes
de cualquier modificacién de la estructura fisica del liqui-
do, una proteblisis limitada que puede seguirse sometiendo
peri6dicamente la leche con cuajo a la accidén precipitante
del 4cido tricloroacético a concentracidén conveniente (12%)
y midiendo la cantidad de nitrbgeno presente en el filtrado.
Esta reaccién, llamada reaccifén primaria es rdpida al princi
pio, mds lenta despu&s y finalmente nula cuando la cantidad
de nitrégeno liberado alcanza 1.5 a 2% (5%; 34), del conteni
do de nitrBgeno de la caseina nativa., Debe decirse que la
reaccién primaria puede desarrollarse atin a baja temperatura,
cercana a 0° (...). Al pH de la leche fresca (6.7), la
reaccibn es rdpida. A pH 3.5, estd claramente retardada, y
a pH 2, cesa la reacci6n. (89) (Esta reaccin no exige la
presencia de calcio; 13, 1).

Cuando la reaccién primaria termina, es decir, cuan-
do la cantidad de nitrégeno liberado no aumenta mfs, se ob-
serva la coagulacifn de la leche que se traduce por la forma
ci6én de un gel homogéneo (Alais et al., citado por 89). Es
la reaccidn secundaria que solamente se desarrolla a una ve-
locidad conveniente a una temperatura superior a 15°C. Por
debajo de esta temperatura la coagulacifn es lenta y cerca
de 0°C, exige varias decenas de horas. (...89, l) La coagu-
lacién no se produce nunca sin la previa reaccifbn enzimftica
primaria., (1) La sucesién de las dos reacciones, primaria y
secundaria, ha sido interpretada desde hace mucho de la ma-
nera siguiente: el cuajo, al hidrolizar uno o varios consti-
tuyentes de la caseina nativa dotados de propledades protec-
toras frente a los otros constituyentes, altera estas propie
dades y pravoca, en presencia de calcio ionizado, la desesta
bilizaci6én de las micelas de casefna, Los trabajos recien-
tes se han avocado a precisar ¢l o los constituyentes involu
crados en la reacci6n primaria, las condiciones en que ésta
8¢ lleva a cabo y el mecanismo de desestabilizacifn de las
micelas que de ello resulta. (89)

De este modo, se sabe actualmente que s6lo la casel~
na kappa es hidrolizada por el cuajo (Garnier, citado por
B9), las otras casefnas no son afectadas. FEsta prote6lisis
limitada (primera reaccifn), solamente se lleva a cabo eén
una licadura fenil-alanin-metionina de la cadena pept{dica
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de la casefna kappa. Es por ello que es muy répida y exige
poca enzima. La ruptura de la cadena da lugar a dos fraccio
nes muy distintas, producto de la hidrSlisis:

Paracaseina kappa (105 amino&cidos)

PiroGlu~Glu-Gln-Asn .,. His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser=-Fen=-~=--~
(105)

------ ~w~wew Met-Ala--ile-Pro-Pro-Lis-Lis....Treo-Ala-val-OH
ligadura (106) (110) {169)
hidrolizada
por el cuajo Caseino-macropéptido kappa
(64 aminodcidos)

La primera fraccidn se compone de 64 amino&cidos,
aproximadamente un tercio de los amino&cidos de la molécula
total. Es soluble en el &cido tricloroacético a pesar de su
peso molecular elevado, principalmente debido a la presencia
de numerosos hidroxiaminofcidos y de las secuencias glucfdi-
cas (Alais y Jolles, citados por 89) que se encuentran con-
centrados sobre su cadena. La cadena, gue corresponde a la
parte C-terminal de la casefna kappa, es llamada caseinoma-
cropéptido., El término de caseinoglicopéptido, mucho tiempo
utigizaao, tiende actualmente a dejar de usarse en la medida
en que ciertas cadenas de casefna kappa aest&n desprovistas
de gldcidos y dan pues, nacimiento a macropéptidos sin azt-
car. (B9) El caseinopéptido se libera de la micela y pasa
al sueroj; tiene un cardcter hidr6filo y &cido. (34)

Los 64 aminodcidos que contiene el caseinomacropépti
do de la casefna kappa Bj bovina, son: Asparagina,4; Treoni-
na,lly Serina,6; Glutamina,l0; Prolina,8; Glicina,l; Alani-

na,6y Valina,6; Metionina,l; Isoleucina,?; Leucina,l; Lisi-
na, 3.

La seqgunda fraccifn proveniente de la ruptura de la
cageina kappa por el cuajo, se compone de 105 aminolcidos,
es decir, dos tercios de los 169 aminofcidos de la molécula
kappa entera {esta fraccifn permanece unida a la micela y
tiene un carfcter hidr6fobo y bésico; 34)., Constituye la
paracasefna kappa que forma, cuando e¢st8 sola vy en ausencia
de calcio, un gel retrfctil que se vuelve fibroso répidamen-
te. La adicién de casefnas alfa-s) y Leta, aun en pequena
cantidad, inhibe el fenfwmeno. (89)

Todas las moléculas de vasefna kappa son hidroliza-
das de este wado, contengan o po glOcidos. (34)
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En la leche, las caseinas estdn en presencia de cal-
cio. Las fracciones alfa-s] y beta estdn Gnicamente en solu
cién micelar estable en razbn de la presencia de la casefna”
kappa, cuyas propiedades estabilizantes fueron sefialadas an-
teriormente. El fraccionamiento de la casefna kappa por el
cuajo, que se traduce en la pérdida de la fraccifn mis hidrg
fila de la cadena, disminuye considerablemente su hidrata- ~
cién, por ende su solubilidad pero también su carga eléctri-
ca. En efecto, el caseinomacropéptido, separado de la casef
na kappa, es portador de una carga particularmente elevada.”
La casefna kappa parcialmente descargada es entonces la sede
de un desequilibrio ifénico que provoca un cambio de la es-
tructura molecular y modifica de este modo las posibilidades
de unidén. (89)

Estos fendmenos, ligados todos a la liberacidén del
cageinomacropéptido, hacen perder a la caseina kappa sus pro
piedades estabilizantes iniciales. La fraccién restante de
paracaseina kappa ya no esti en posibilidades de asegurar la
estabilidad de los complejos formados con las casefnas al-
fa-s; y beta (89) en presencia de calcio., Las micelas de ca
sefna modificadas, una vez inestables en medio c§lcico, se
sueldan entre ellas y forman un gel homogéneo, si el medio
es mantenido en reposo (reaceifn secundaria). En el gel for
mado de este modo, la caseina se presenta al estado de un
complejo de fosfoparacaseinato de calcio, es decir, bajo una
forma muy mineralizada y este grado elevado de mineraliza-~
ci6n, confiere al gel obtenido por cuajo, caracterfsticas y
comportamiento muy diferentes de los del gel lactico; (34)
precisamente, la rigidez del gel est8 asegurada especialmen-
te por el fosfato de calcio coloidal que constituye una ver-
dadera armadura. (1)

La sequnda fase, entonces, es la formacidén de la cua
jada como consecuencia de la interaccifn entre la paracasef-
na y los iones de calcio. (13)

(...) hay que inalstir sobre el hecho de que la for-
macién del gel estd ligada a la presoncla de fosfato de cal-
c¢lo en las micelas de caseina nativa. Un caseinato de cal-
cio preparado en el laboratorio a partir de la casefna ente-
ra, flocula en presencia de cuajo pero no da lugar a la for-~
macién de un gel. Este dltimo aparece Gnicamente en presen-
cia de fosfato de calcio para los contenidos de caseinato de
terminados en la leche. Por otro lado, el tiempo de coaqula
cifn disminuye a medida que aumenta el fosfato de calcio co-
loidal, para una misma concentracién de calcio lonizado. El
fosfato interviene probablemente en la creacifn de ligaduras
a nivel de las micelas., Confiere un verdadero armazén al
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cofgulo, cuya consistencia es tanto mis cerrada cuanto més
elevado es el contenido de fosfato de calcio coloidal de 1la
leche. (89)

Los grupos funcionales -OH producidos por la accién
del cuajo, fijan los iones cllcicos, estableciendo "puentes
de calclo" entre las mol&culas de paracaseina; de ahf la ne~
cesidad de calcio i6nico para formar agregados de paracasefl-
na. (13)

De este modo (...) el complejo fosfoparacaseinato de
calcio (insoluble) difiere quimicamente del fosfocaseinato
de calcio ("soluble") en que lleva una carga mineral mis
fuerte que el complejo original (calcio y f&sforo solubles
se fijan en el curso de la coagulacién). (1) Naturalmente,
la composicién en aminodcidos de la cadena tambi&n se ha mo~
dificado.

(...) El examen al microscopio electrfnico muestra

que en la primera fase de la coagulacifn no hay deformacién
o disolucibn de las micelas esféricas de casefna nativa.
Las micelas se re(inen mediante fibrillas de una manera irre-
gular; en seguida se forman cadenas y masas con vacuolas que
contienen suero, para constituir finalmente una red o reticu
la de tres dimensiones. (1)

Dadaes las caracteristicas proteolfticas del cuajo,
existe finalmente, una reaccién terciaria que se produce m&s
allé de la coagulacién de la leche. El substrato lo forman
diversas proteinas y se rompen varios enlaces peptfdicos; la
velocidad de reaccibn es lenta, pero de suma Ilmportancia en
la fabricacifén de quesos que se someten a procesos de madura
cibn.

Durante el afinado del queso, la enzima permanece ac
tiva debido a que ningn tipo de fabricacifn requicre elevar
la temperatura de la cuajada a temperaturas cercanas a 70°C,

E. Actividad del cuajo (fuerza)

Est8 representada por una relacifn cuantitativa en-
tre un determinado volumen de cuajo y otro de leche, reali-
z8ndose la coagulacién en unas condiciones fijadas arbitra-
riamente.

La "fuerza" del cuajo, reprasenta el nGmero de vold-
menes de leche fresca procedente de mezcla, coagulados por
un volumen de cuajo en 40 minutos (2,400 seqgqundos) a 35°C.
51 se toma un volumen (v) de cuajo y un volumen (V) de leche
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y se mide el tiempo de coagulacién (t) en segundos:

F = 2,400 (Vv de leche empleado)
tiempo que tarda volumen de
en coagular en X cuajo
sequndos empleado

EJEMPLO: Si se toma un volumen de 500 1t de leche (500,000

ml) y se agregan 0.01% de cuajo liquido comercial,
aes deziy, 50 ml:

0.01 vol ..... 100 1t de leche

x = 0,05 1t
x vol ..... 500 1t de leche

Y posteriormente de observa el tiempo que la leche
tarda en coagular (35 minutos = 2100 seg, por ejemplo), en-
tonces la fuerza del cuajo empleado serd de 11,428:

2,400 x 500 litros . 1'200,000

F = 7,100 x 0.05 litros @ 105 — ¢ F = 11,428

Si se observa que la coagulacibn tarda mis tiempo, 46 minu-
tos = 2,760 seg, por ejemplo, la fuerza del cuajo seri menor:

» = 21400 x 500 litros  1'200,000 .
F'= 37760 x 0,05 1itros ' 135 i F = 8,695

En el primer caso, un volumen de cuajo coaqula
11,428 voldmenes de leche y en el segundo Gnicamente 8,695,

El cuajo lfquido comercial generalmente posee una
fuerza de 110,000,

La definicidn anterior de la fuerza del cuajo no es
del todo real, porque considera una base indefiniblet la le~
che normal.

Exigten otros procedimientos para determinar la ac-
cibn del cuajo, y desde luego la mejor definiciétn de la acti
vidad estarfa represaentada por el contenido e¢n enzima pura,
pero estos procedimientos no se aplican en la préctica.
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En gran parte de los paises en que se produce cuajo
y gque por 1o tanto, es fécil adquirir cuajo fresco de titulo
garantizado, la prueba de fuerza se hace més bien para veri-
ficar la "disposicidn" de la leche a la coagulacién, que pa-
ra determinar el tftulo activo del cuajo. (28)

En muchas regiones alejadas de los centros de produc
cibn, las plantas deben estar preparadas para determinar la
fuerza de cada partida de cuajo para evitar inconvenientes
técnicos y econbmicos que pueden ser de cierta gravedad. (28)

Medida del tiempo de coagulacidn

En general, ya sea para el ensayo de los cuajos, ya
sea para el estudio de las aptitudes de las leches para la
coagulacifn, se mide el tiempo que media entre el momento de
la adicién del cuajo y la aparicibn de los primeros fléculos,
que corresponde a la ruptura de la suspensibn coloidal. (1)

En el laboratorio, se opera a baino marfa a una tcmpe
ratura constante, habitualmente a 35°; la aparicibén de fl6cu
los se observa sobre las paredes del tubo de vidrio inclina-
do, que se hace gilrar lentamente o sobre una l&mina de vi-

drio que se introduce y retira de la leche adicionada de cua
jo.

En general, se expresa el poder coagulante de un cua
jo (%) que se quiere valorar, en relacién con un cuajo elegi
do como patrén (e). Se calcula por la f6rmular (1)

. . w. FEe , Te
Fx = Fe gy
en dondet

F o= fuerza de las soluciones del cuajo
E - las cantidades utilizadas en ¢l ensayo

EJEMPLO: 81 substituimos los valores conocidos del cvajo del
ejomplo anterior y los valoves en tiempo y cantidad
utilizados de un cuajo a prueba, tenemos:

Fe = fuerza del cuajo conocido; 11,428

BEe = cantidad utilizada dal cuajo conccidos 50 ml
Te = tiempo empleado por ¢l cuajo conocido: 35 min
Ex = cantidad utilizada del cuajo a pruchas %0 ml
Tx = tiempo empleado poyr ¢l cuajo a prucha: 40 min
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- 50 ml x 35 min
Fx = 11,428 50 mlL X 40 min
Fx=§-9—%3§9 Fx = 9,999.5

F. Almacenamiento

El cuajo s6lido (aunque de menor uso actualmente en
la industria), se conserva mejor que el cuajo lfquido. El
cuajo debe ser almacenado a temperaturas relativamente bajas
para poder conservar durante el tiempo suficiente su poder
coagulante sin pé&rdidas’ apreciables; para esto es convenien-
te que el ambiente sea seco y la temperatura alrededor de
4°C., 51 se almacena a esta temperatura el cuajo debe sacar-
se unos dfas antes de usarlo, para obtener un mejor poder
guagulunte y tambi@n para que la temperatura del cuajo, al
abrir el recipiente que lo contiene, sea la misma que la tem
peratura ambiente y evitar condensacifn de humedad en el pro
ducto.

Si la temperatura ambiente es relativamente alta, el
cuajo s6lido puede perder cerca del 3% de su fuerza por mes,
mientras que si el ambiente es fresco, la pérdida serd alre-
dedor de 1% por mes. Ademis, debe preservarse en todo momen
to de la luz, del aire y de la humedad. (28)

G. Susceddneos del cuajo

Las enzimas proteolfticas que tienen la propiedad de
coagular el complejo de casefna, pueden agruparse atendiendo
a su origen:

a) Enzimag de origen animal: cuajo, pepsina,
quimotripsina,

b) Enzimas de origen vegetal: papafna, bromeli-
na, ficina,

¢) IEnzimas de origen microbianoc; de ciertos hon
gos (Endotia parasitica, Mucor pusillus,
Mucor miehei), o de bacterias (diversas espe
cles del qgénerc Bacillus),

La utilizacién de enzimas diferentes al cuajo se ha
promovido mucho en raz6n de la escasez y carencia de cuajo
animal, (...) es diffcil, en la prictica quesera reemplazar
al cuajo por una de estas enzimas; 89); sus condiciones de
accién y su actividad proteolftica no especifica constituyen
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a menudo obstdculos para su utilizacién). Sin embargo, se
emplean con cierta frecuencia la pepsina y enzimas de hongos.

a) Enzimas de origen animal

Unicamente las enzimas secretadas por el estémago
son Interesantes en queserfa, Las enzimas digestivas impor-
tantes producidas por el péncreas, tripsina y quimotripsina,
no convienen; su actividad proteolftica no especifica es muy
grande y, ademfs, su pH 8ptimo de accibn se sitla en la zona
alcalina. (1)

El estbmago de animales monogdstricos adn jévenes,
no parece secretar cuajo sino Gnicamente pepsina. La del
cerdo se produce industrialmente.

La pepsina es la enzima més préxima al cuajo, salvo
en lo que se refiere a los valores de pH; es una proteasa
muy dcida; el 6ptimo de su actividad proteolitica es cercano
a 2.0, se inhibe con valores de pH superiores a 6.6; por lo
tanto, coagula mal las leches frescas o no las c¢oagula en ab
soluto. Para no utilizar dosis excesivas, que podrian condu
cir a defectos del gqusto, el empleo racional de la pepsina
exige un descenso del pH hacia 6.3, es decir, una leche lige
ramente acidificada. (...1)

Existen preparados comerciales llamados "50-50", que
se componen de una mezcla de cuajo y de pepeina, Tanto la
proporcién de mezcla como el producto final, han sido amplia
mente probados.

Dan (1968) senal6 en ocasi6én de una reuni6n organiza
da por la FAO de las Naciones Unidas, que diferentes tipos
de queso habian sido fabricados utilizando "50-50" por insti
tuciones de investigaci6n en los pafses siguicentes: Bélgica,
Dinamarca, Inglaterra, Holanda, Suiza y Estados Unidos de
Norteamérica., Todas estas Iinvestigaciones, probaron gue no
habfa ninguna diferencia importante entre los lotes de queso
fabricados con el cuajo y con "50-50", (4)

bh) Enzimas de origen veyetal

Los vegetales, antes que los microorganismos, fueron
el objeto de investigaciones para aislar las enuimas coagu-
lantes, ...el lfguido substancial que se extrae de numercsas
especies puede coagular la leche, pero las enzimas que de
ahf se extraen tienen una actividad proteolftica muy intensa
en relaci6n a su actividad coagulante. La ficina, extrafda
del higo, la bromelina, extrafda del eje central de) anand,
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son pr6ximas a la papaina, que por s{ misma puede xamper las
ligaduras peptidicas que la tripsina o la pepsina rompen se-
paradamente.

A pesar del optimismo de ciertas publicaciones, nin-
guna de estas enzimas ha rebasado el estado de pequefios cod-
gulos, la mayorfa de las veces con malos resultados en lo
que se refiere al rendimiento y a las cualidades organolépti
cas de los quesos fabricados de esta manera: defectos de tex
tura y sabor amargo pronunciados. (1)

¢) Enzimas de origen microbiano

Las bacterias esporuladas aerobias del género Baci-
llug, fueron las primeras en ser objeto de investigaciones.
Estas bacterias, sobre todo B, subtilis y B. cereus o espe-
cies vecinas, son cultivadas industrialmente para 1la prepara
cibn de diversas enzimas: amilasa, proteasa, sacarasa, etc.
Puede extraerse del medio de cultivo una enzima gue coagqula
la leche (...) Su aptitud en queseria es mayor que las de
origen vegetal, pero sensiblemente menos buena que las enzi-
mas producidas por los hongos., (89)

En la actualidad se funda mayor esperanza en las en-
zimas ffingicas. Tres especies de hongos se utilizan en la
producci6n de enzimas coagulantes:

e Endotia parasitica (hongo par8sito del castafio)
e Mucor pussillus (hongo banal mes6filo del suelo)
® Mucor meihei (hongo banal terméfilo del suelo)

3,1.,8,5.2,2.2 Factores que influyen en la coagulacién
de la leche por el cuajo

Los factores susceptibles de influir en cualquiera
de las dos etapas de la coagulacién o sobre las dos a la vez,
son numerosos y complejos,

Probablemente la coagulacién sea el fenfmeno donde
mejor se manifiesten las acciones mutuas y las dependencias
internas que tienen lugar en la leche. Menclonaremos braeve-
mente los sigulentes factores, por considerarse los mds im-
portantes en la coagulacibn:

. Leche
. Acidez
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. Concentracién de calcio en disolucién
y de fosfato de calcio coloidal

. Cuajo

. Temperatura

A. Leche

La aptitud de la leche para coagular bajo la accién
del cuajo o fermento lab, constituye en queserfa una de sus
caracteristicas fundamentales. (13)

La interaccifén entre fenémenos ffsicos, quimicos,
bilol6gicos (fermentos l&cticos), producidos por los distin-
tos elementos que se encuentran en la leche que se va a cua-
jar (orginicos e inorgfnicos, solubles e insolubles, etc.),
determinan en gran medida la aptitud coagqulante.

Especialmente importantes, como factores que influ-
yen en la coagulacién de la leche por el cuajo, son el con-

tenido en caselna sensible a la enzima y las dimensiones de
las micelas.

La concentracién de casefna influye poco sobre el
tiempo de coagulacifn, pero por otro lado, es uno de Ios fac
tores més importantes en la firmeza del gel.

Un enriquecimiento de la leche con fosfato de calcio,
aumenta claramente la tensidn del cofgulo.

El tiempo de coagulacién es mi&s largo cuando el di§-
metro de las micelas es mds peguefio. Este efecto podria es-
tar liqado al contenido de fosfato de calcilo coloidal, mds
pobre en las micelas pequeiias (ver m&s adelante) y el grado
de hidratacién mis elevado en las micelas pequefias gque en
las grandes. (34)

La presencia de protefnas solubles en proporcién im-
portante, siendo insensibles a la accién coagqulante del cua-
jo, se acompafa siempre de una disminucién del contenido de
caseina, lo que se traduce por dificultades en la coagula-~
cibn, (89)

Otro factor intaerviene para explicar las dificulta-
des de coagulacién encontrades con ciertas leches ricas en
proteinas solubles. Se trata del pH, que se encuentra a me-
nude anormalmente elevado. Estas leches provienen habitual-
mente de glfndulas enfermas (ver 2.1.4) y presentan la carac
terfetica de ser alcalinas. (89)
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Los tiempos de coagulaciSn de leches de distintas va
cas son menos uniformes que los tiempos de coagulacién de le
che de mezcla, pero también varfan. (13) -

Las leches de coagulacién defectuosa pertenecen a
dos tipos:

a) Leches producidas por animales cuya mama es la
sede de una infeccién microbiana. Su contenido
en caseina es bajo y su contenido en protefinas
del lactosuero elevado; su pH es a menudo de 6.8
o mayor, etc. (ver: mastitis).

b) Leches producidas por animales sanos. Se carac-
terizan principalmente por deficiencias minera-
les y por un didmetro medio pequefio de las par-
tfculas, (1) o una baja proporcién de las casei-
nas susceptibles al cuajo.

El tiempo y la temperatura de almacenamiento de la
leche (antes 0 después de pasteurizada) influyen sobre la
coagulacibn por el cuajo. En Recepcién y Almacenamiento de
la Leche nos referimos a ello (inciso 1l.6.1 A), diciendo sim
plemente que la refrigeracién produce un incremento de la
estabilidad coloidal.

Se trata de un fenbmeno bien conocido por los quese-
ros, porque se traduce, en particular, por una reaccifn mis
lenta en presencia de cuajo. (89)

El enfriamiento de la leche y su mantenimiento de 48
a 72 horas entre 3-5°C es el origen de modificaciones en los
equilibrios salinos (disolucidn del fosfato de calcio coloi-
dal) y en la estructura micelar (aumento de la tasa de casef
na soluble y de la hidratacifén de las micelas). FEstas modi-
ficaciones producen un alargamiento del tiempo de coagula-
cién; el cofgulo obtenido es menos firme, su desuerado mds
diffcil, (34)

Se sabe, desde hace mucho, gque una adicifn de cloru-
ro de calcio puede suprimir en parte el fenlmeno, (89) al
restablecerse el equilibrio salino.

Las dosis de cloruro de calcio necesarias para resta
blecer los valores iniclales alterados por efectos de la con
servaci®dn de la leche a baja temperatura sobre la aptitud pa
ra la coagulacién son: (1)
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mg de cloruroc de Ca/litro leche

Para restablecer Para restablecer
el tiempo normal la tensién normal
de coagulacién de la cuajada
Leche fresca.eeseess 0 0
Leche conservada
24 h a 3%Cuieeevnnns 75 80
Leche conservada
48 h a 3°Ciivnnnsses 80
Leche congelada..... 0 165

Adem4s de la adicién de cloruro de calcio, el fenéme
no puede corregirse, manteniendo la leche a 30°C por algunas
horas o ligera acidificacién de la leche. (34)

Finalmente, el incremento de la estabilidad de la so
lucidn coloidal estd esencialmente ligado al aumento del gra
do de dispersibn de las micelas, en el curso del enfriamien-
to. El fenfmeno puede explicarse por la salida de la micela
de una parte de la casefna beta, soluble a baja temperatura,
como de una fraccién del fosfato de calcio coloidal (...)

El an&lisis muestra que en una leche mantenida a 4°C duran-
te 24 horas, el contenido de caseina soluble, no micelar,
puede pasar de 10 a 20%, Este incremento del grado de dis~
persifn se acompafia de un aumento del espesor de la capa de
agua de hidratacién de las micelas, fenbmeno que refuerza
an mis la estabilidad de la solucién coloidal enfriada, im-
pidiendo la unién entre las micelas, gue caracteriza la coa-
gulacién. (89)

Efecto del calentamiento. Desde el punto de vista
de la coagulabilidad por el cuajo, los efectos del calenta-
miento utilizado para la pasteurizacifn en gqueseria son simi
lares a los efectos de la conservacién por el frfo; el tiem-
po de coagulacifn aumenta y la tensién de la cuajada disminy

ye.

En el curso del calentamiento, el calcio y el fésforo
pasan del estado soluble al coleidal (6 mg de Ca y 4 mg de P
por 100 cc de leche desnatada, a 35°C durante 30 minutos).
cuvando la leche pasteurizada se conserva a una temperatura me
dia, el calcio y los fosfatos tienden a volver al estado ini-
cial y, sin embargo, el tiempo de coagulacién aumenta todavia
(fenbmena conocido como "histéresis”). Se ha demostrado que
el efecto de hist8resis no se produce en los sistemas despro-
vistos de betalactoglobulina, lo mismo que el efecto primario
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(alargamiento del tiempo de coagulacidn consecutivo al calen
tamiento); por lo tanto, esta protefna esti implicada en es-
tos fenbmenos y sabemos gque puede formar un complejo con la

casefna (trabajos de A. Kannan y R. Jenness, citados por 1l).

Otro tipo de tratamientos que se aplican a la leche,
anteriores a la adicifn de cuajo, pueden constituirse como
factores que afectan la coagulacifn.

La homogeneizacitn de la leche ha sido preconizada
para ciertas fabricaciones, quesos fresgos, quesos iltalianos
(...) La textura del queso es mds firme, las pérdidas de ma
teria grasa en el suero se reducen (ver 3.1.2.4). Hay efec-
tos favorables a nivel de la coagulacién. La firmeza del
co8gulo es menor y la cuajada es mids hémeda. (34)

La concentracibn de la leche por evaporacidn es el
origen de un aumento de la carga mineral de la micela y de
un incremento de sus dimensiones. El pH disminuye, la con-
centracifn en casefna nativa aumenta.

Estos cambios llevan consigo: una reduccifn del tiem
po de coagulacién y un aumento de la firmeza del gel que es-
td mds mineralizado, mis ccherente y m&s apto para experimen
tar un desuerado rapido. (34)

B. Acidez

El cuajo se inactiva en medio alcalino y no puede,

por lo tanto, provocar la coagulacién. (89)

El tiempo de coagulacién es mds corto y el gel forma
do es més firme a medida que el pH desciende por debajo del™
pH de la lechej (34) aunque un descenso ms acentuado del pH
puede provocar por sf solo la coagulacifn (pH 4.6-4.7),

El pH 6ptimo sefalado por distintos auntores para la
accibén del cuajo sobre la leche varfia mucho, para algunos es

5.2, otros, 5.5, (89, 34) mientras que para otros es entre
6.0 y 6.4, (13)

Por debajo de pH 7 se observa una aceleracifn de la
gaelificaciébn par dos razones, Primero, la aproximavién al
pH 6ptimo de accibn de la enzima que se sitfla a pi 5.5. Por
otro 1lado, se reducen las cargas eléctricas de las micelas
de casefna y se disminuye su estabilidad. FEstos fenfmenos
explican la sensibilidad al pH de la fase de coagulacifn.

De este modo, apH 6.7, ésta es mfs larga que la fase enzimd
tica, A pH 6.3, las dos tasas se desarrollan gensiblemente
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al mismo tiempo. Por debajo de pH 6.3 la coagulacibén es ace

lerada e interviene antes de que termine la fase enzimitica.
(89)

Sin embargo, a pH bajo, el resultado obtenido final-
mente es sensiblemente diferente del que se observa al pH
original de la leche. El gel ya no tiene los mismos caracte
res. 8e trata de hecho, de un cofgulo mixto, mitad l4ctico,
mitad por accién del cuajo, cuyo comportamiento es muy dife-

rente del de un cofigulo tipicamente obtenido por el cuajo.
(89)

La acidez, conforme aumenta, transforma el calcio ba
jo la forma ionizada. §Sin embargo, cuando el pH tiende al
punto isoel&ctrico, la leche no coagula normalmente por el
cuajo debido a la degradacién del fosfato tricilcico ligado
a la casefna en el estado coloidal. Este compuesto es nece-
sario para la formacién del gel caracterfstico. (1) Es de-
cir que el Acido lictico producido por los fermentos tiene
la propiedad de solubilizar (ionizar) parte del calcio coloi
dal presente en la leche bajo la forma de fosfato tric8lcico
unido al fosfocaseinato. ELl calcio soluble (icnes de calcio
libres) es indispensable para la formacién del codgulo, pero
también lo es el calcio insoluble en estado coloidal, por
ello, la accién solubilizante del &cido l4ctico no debe pro-
longarse hasta la completa desmi