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INTRODUGCCION

< Justificacidn

j'i'Uné' de los principales productos de consumo diario es la
leche,constituyéndose ademas en la materia prima fundamental
para numerosos procesos tecnoldgicos. por lo tanto,es necesa-—
rio que este producto presente excelentes condiciones sanita-
rias. Sin embargo,la realidad que se pos muestra no siempre es
catisfactoria dados los deficientes sistemas de transporta-
cidn,de manejo y de almacenamiento de la leche en la mayoria

de los casos.

La legislacidn sanitaria mexicana de la leche seRfala que la
presencia de antibidlicos u otros compuestos bacteriostidtices
se deben considerar como adulterantes (7),por lo que deben

estar ausentes.

Los residuos de antibidticos presentes en la leche bdzica-
mente corresponden al resultado del tratamiento de la mastitis

bovina,seguida de la venta del producto para su consumo =in



cubrir los periodos de eliminacidn recomendados para. estos
firmacos. Ademds,per ser la leche un producto altamente pere-—
;cedero no es de exitranarse que se empleen diversos antibidti-
cos,como agentes conservadores,aun en minimas cantidades en el

control del crecimiento de bacterias contaminantes.

En general los residuos de antibidticos presentes en ia
leche pueden ser la causa de varios problemas,siendoc los mas
serios les correspondientes al rengldn de salud piblica dada
la respuesta de alergia manifestada en algunos ceonsumidores o
de la resistencia potencial gque se va generando hacia estas
firmacos. Otros problemas frecuentes se presentan a nivel in-
dustrial.como en el caso de una leche con trazas de
antibidticos que podrian inhibir gl crecimiento de los
cullivos iniciadores afectando asi el desarrollo adecuado de
la acidez,e2l sabor y la textura de los diversos productes lic-
teos,.repercutiende en grandes pérdidas econdmicas,sobre todo
en las industrias queseras y de fermentacidn lictica. Final-
mente encontramos @l problema relacionade a umna posible inle-—
raccidn entre los componentes de la leche y los antibidticaos
que podrian afectar,parcial o totalmente,la formacidn de la
cuajada durante la manufactura de quesos. Tambign se ha obser-
vado una textura debil en las cuajadas gue,en varias ocasio-

nes,se ha ligado a la presencia de antibidtices.



— Objetivo

Con este estudio se pretende medir objetivamente la varia-
cidn del comportamiento de la cuajada,desde el punto de vista
textura,en la presencia de los principales tipos de
antibidticos encontrados en la leche,adicionandolos ex profeso
a un lote homogeéneo de leche libre de antibidticos. Se contem~-
pla el establecimiento de la metodologia para realizar el se-
guimiento del desarrollo de la cuajada,asi como para medir.en
cierta forma,el gr;do de firmeza alcanzado en cada condicidn

de trabajo.



CCAPITULO T




I GENERALIDADES

15127 Lechei definicién y compesicidn

La-"leche de vaca™ se ha definido como la secrecidn,exclu-
){en&o el calostro,que se puede obtener mediante los méf.odos
normales de ordefio de la gléndula mamaria lactante de vacas
sanas,cuya finalidad en 1la naturaleza es la de servir de
alirmentc exclusivo de sus crias jévenes durante el periodo
posterior a su nacimiento.(21,42) En contraposicidén a lo

- anterior encontramos que también es consumida por el hombre

desde tiempos muy remotos.

La leche es wuna emulsién de materia grasa,en forma
globular,en un lfquido que presenta analogia con el plasma
sanpguineo, A sy vez este liguido representa una suspensién de
proteinas Ccaseinas,lactoalbimina,lactoglobulina,etc.? en un
sSuere que ceontiene principalmente lactosa Cazdcar de la
leche) y sales minerales. Presenta ademds otros componentes
menores en un nimero importante como por ejemplo: enzimas, vi-

taminas, nucledtidos, pigmentos,etc. (42>

La leche es un sistema fisicogquimico muy complejo en donde

existe una gran interaccidn entre sus componentes para lograr



su estabilidad. Existen numerosos articulos referentes al

estudic detallado de los componentes de la leche y seguramente

CUADRO 1

COMPOSICION PROMEDIO DE LA LECHE DE VACA

COMPONENTE PORCENTAJE‘;

Agua
Grasa
Lactosa
Protefna

Minerales

* walt C49D

también muchos trabajos derinvastigacién aun no concluidos. La
intencidén buscada en estos pdrrafos es sdlo la de hacer mis
énfasis en las caracteristicas fizicoquimicas de las caseinas,
.prlncipal contenide protéico del queso y lugar en donde se
lleva a cabo la coagulacidn por hidrélisis de un enlace
peptidico particular resultandoe en la desestabilizacicdn del

sistema micelar y la formacidn de la cuajada.



1.2 Cascinas

La principal proteina de la leche es la case;na.const.ituida

por un B0 % del total .mienLras- qu:-r’el EO '/.,remanent.e

corresponde a las ‘proteinas ‘sér,icabsr_’ lact.oalbumlna y

lacteglebulina, Cevadro 22 o i s b T

CUADRO 2

: nmcuuu;s ‘SUsTANGIAS NI’I‘ROUENADAS :
S ENTLA LECHE DE vaca’

T PROPORCIONES RELATIVAS

E Pr ote.[ nas Lotal oS , 100

Caseinas o 78 100

: a—r_fasrei na
. p-}:asei na
u-éasei na
ldi vex‘_‘SaS
" Proteinas suero 17
h-i actoglobulina V
=l g=lactoal bumina
glebulinas
protecsas~pepto-
nas

sero-albumina

* Alais C.C10




Las caseinaé son. - las prbt‘:einas-" de la Vle:he mas
esé,udiadas Yy se definen por Whitney .- (50) como  aquellas
fésrbprcteinas que preci p&Lari de la leche por la acidificacidn
a un pH Vde 4.6 a 20 ¢, E:dsteﬁ al menos Ltres grupoes de
vqé.séinss claramente definidos que son: a-casina,l-caseina y
a’c—caseing - Celasificadas de acuerdo a su movilidad

celectrofordticad. Algunos autores reconoccen como otro grupo a

a2

y-caseina,sin embargo generalmente se considera a estas
,pr‘o!.e.(rla& como el resultado de una degradacién o sintesis

"'incompleta de ia fraccidn (2.

Estos grupos de caseinas forman entre si complejos relati-
vamente estables que.en presencia de calcio idnico,se reunen

para formar agregados heterogeénecs llamados “micelas’.

Una diferencia importante entre estas proteinas es su
comportamiento frente al calcio:la x-caseina se mantiene solu-
ble en soluciones de calcio en las que precipitan todas las
demds proteinas. La wx-caseina ademis estabiliza a las otras
caseinas contira la precipitacidn por el calcio,por la forma-
cidn de micelas coloidales en la leche fluida. Comparando su
estructura con las otras caseinas encontramos que'la x~caseina
presenta cadenas laterales de carbohidratos que,si ademds ze

toma en cuenta que también contiene residuocs de cistina y una



proporcidn el evada ‘de hidroxiaminodcidos;da como résult.édbf una’
.acumulacidn de. grupos -OH hidrdfilos explicande asi su Qran

solubilidad.

La estabilidad micelar de las caseinas depende en gran
parte del estado idnico que guarda el sistema,asi por ejemplo,
se ha encontrado que no se formarin micelas en ausencia de
iones calcio,pero en altas concentraciones causan su
precipitacidn €0.08-0.1 M).C 1 > Este efecto puede explicarse
de la siguiente manera:la presencia de iones disminuye las
interacciones de repulsicon entre los monémeros de caseina,car-

gados negativamente,que forman la micela.( 6,40 2

Las caseinas en general son muy reactivas debido a la gran
cantidad de grupos polares libres que presentan Cmds de la
mitad en la caseina enterad existiendo un notable exceso de
grupos dcidos,por lo que se presentan en la leche como

fosfocaseinatos dcidos de calcio,

La x-caseina tiene un papel central en el fendmeno de la
coagulacidn debido a que es el sustrato de ataque de la reni-

na,enzima mas usada para la elaboracidn de quesos.

1.3. El proceso de coagulacidn.



La comagulacidn de la leche bdsicamente corresponde a la
desestabilizacidn de la caseina micelar, .Sin embargo al estu-
diar este fendmeno se encuentra que el resultado final puede
ser debido a la suma de varios cambios en 2l sistema
coloidal.(38) Este proceso se puede presentar por la adicidn

o formacion de acido.o por ‘hidrolisis enzimitica,siendo estd

Gltima la caracteristica en la produccidn de quesos.

La ac'irdific_.?ci:.:‘;vr:l.— de Vl;a.rliecr;eﬂprovoca la destruccidn de las
micélas sin rra‘ccionar” a VJ.a.u ca__seina entera,cuya precipitacién
es total _hacia un pH dél‘ 4,7 .81 la acidificacidn se desarrolla
-b}ogreﬁlvamente en. el ﬁecﬁi’a,utiliiando un cultivo bacteriano,
se forma’ un cca‘gulé homogéneo:a causa de la fermentacidn ldc-

tica.C 1 3

La coagulacién enzimitica se lleva a cabe por la accidn de
enzrimas protecliticas en la que no intervienen modificacionss
fisicogquimicas,como en el caso de la coagulacidn dcida,sinoe
que existe una degradacidn ds la propia proteina. Ze han pro-
bado numerosas proteasas en la fabricacidn de quezo,sin embar-
go la mayoria no son adecuadss yxz que producen una excesiva
hidrdlisis de la proteina,lo que repercute en la calidad final
del productoC23,40). Actualmenis se emplea a la' renina o quimo-

sina [E.C.3.4.4.2),casi en forma exclusiva,en la manufactura



comercial de quesoes bajo la forma llamada cuajo que se obtiene
del abomasum de bovinos jdvenes.las preparaciones del cuajo,
sélidas o liquidas,que se usan comunmente presentas trazas de
pepsina come impurezas,sin embargo se reportan niveles de 0-6
porciento de actividad coagulante en la leche debida a la ac-
cidn de esta enzima 1,210, per lo que se considera
priacticamente que la mayor parte de la coagulacidn se debe a

la renina.

La coagﬁlacic’vn de la leche por media de 1a renina ocurre en
) .dos fases: upa fase primaria en que la enzima ataca a la x»-ca-
seina en la unidn de fenilalanina-10S5-metionina-1056 lo que
destruye su capacidad estabilizadora.y una fase secundaria no
enzimidtica en la cudl el sistema desestabilizado de micelas
modificadas coagula en la presencia de iones calcio. El fend-
menc anterior es extremadamente dependiente de la temperatura,
el pH ¥y el balance idnico.(20> La cuajada que se genera estd
constituida por la fraccién caseinato de la leche y la presen-
cia de lactosa.proteinas del suere y la grasa es debida uUnica-

mente a un atrapamiento mecdnico. (282
Se ha sugerido una fase terciaria en la coagulacidn enzi-

mitica que consiste en una lenta y gradual hidrélisis de los

componentes de la caseina gque siguen a este proceso.Esto =in
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embargo no es de gran imp‘ortax_\r;la ;“e.rjiilv;?s‘ ‘éémbios—,totalgs mos -

trados,.C 3B )

ESQUEMA PROPUESTO FARA LA COAGULACION ENZIMATICA™
POR LA RENINA v : S

. Renin,a‘ : g “ o R TR Sy
x-caseina e » Para x-caselpato de calcio '«
Ll ge L tinsolubley e ; Tl
macropéptido . - (solublar

rrli;a _Vfés'e'pl;:i'rnari‘a ‘o- fase - enzimitica da como resultado la
separacidn de la frraccién hidrofilica soluble (macropéptido)
de la fraccidn hidrofébica insoluble (paracaseinatod.la for-
macidén de la cuajada que sigue a la accidn de la renpina (fase
secundariad todavia es hasta la fecha poco entendida. Gran
parte de este problema proviene de la confusidn existente
sobre la estructura micelar de las caseinas en la leche y les

cambios que sufre durante la coagulacidn.

La separacidén de las dos fases de la coagulacidn es
posible,ya que la primera fase puede llevarse a cabo a bajas
temperaturas sin que ocurra la agregacidn de las particulas de

caseina. Purante 1a segunda fase se da la agregacidn como un

11



efecto del incremento de la 'temperatura. Lo anterior es

aplicable en el sistema de produccidn continua de queso.C 5 )
1.4 Antibidticos en la lechse

El Vt.érmino'}:asr‘xtrj.rb.rlrért.i,t:"c se'refiere a una sustancia produ-
cida per’ uh":m#croﬁrganiémo o a un producto similar Cereadoe
total ‘o p;}cialrhénte por sintesis quimica el cual,en bajas
Vcon::err'd..raciones.inhibe el crecimiento de otros micreoorganis-

mos.C 196 3

En general las sustancias antibacterianas actdan mediante
la interferencia hacia un metabolito esencial que teoma parte
fundamental en la cadena de reaccicones necesarias para sl
crecimienta del microorganismo. Esta interferencia pueade
llovarse a cabe de tres formas:

12 por oxidacidn de alguna sustancla que requiere ser redu-
cida,

2) por combinacidn molecular formando un producto inactivo,o

3 por la competencia de una enzima asociada hacia ese meta-

bolito esencial.C 13 )

La presencia de antibidticos puede ocasicnar tLoxicidad y

efectos nocivos sobre la salud publica.coms resultado de los

12



residuos de estos firmacos. en los productos.de origen-animal.-

consumides por el hombre,entre éllds_ la’

ierto . numero’

de medicamentos que se dan al ganado,}‘e'ch [=]

peéuticas pueden ser excretados

pequefias cantidades durante periodbs :f-'af;ables

La mayoria de los anLibiéLico’s_ﬂ Vpre-sex"'x!.esy}‘én ‘:Vla leche
soportan los tratamientos térmicos de"barsteurirz'acic':n_ e inclu-
sive la refrigeracicén y congelacién.( 2 ) HNo obstante se ha
encontrado que algunos de estos farmacos en la leche pierden
su poder bactericida en muestras almacenadas en refrigeracidn
durante varios dias,siendo mds critico para la penicilina.( 28
47 >

Los antibidticos que mds se usan para combatir la infec-
cidn que agqueja al ganadeo lechero (mastitisd sen la penicilina
estreptomicina,dihidroestreptomicina, aureomicina <(clorotetra-
ciclina), tetraciclina y bacitracina., € 46 2 Su administracidn
se puede llevar a cabo mediante dos rulas: por infusidén a
traveés del canal de la ubre o bien por inyeccidn
intramuscular. Los residuos de antibidticos consecuentes a

esta terdpia se encuentran frecuentemente en la leche,

Las autoridades médicas han seffalado a la penicilina.entre

-los antibidticos que pueden estar presentes en la leche,como

i3



la prin;ipal causante de reacciones  de aiér,gi’é,an":la.'pcbla—
cidn sensible.C 2 > Tambien fué la penicilina 1a'primera de
una serie de preparaciones antibacterianas empleada en. la te-
rdpia de la mastitis en todo el munde., Actualmente este anti-
bidtico es el que mis se usa debido a su efectividad en el
control de Streptococcus y Micrococcus,microorganismos respon

sables de la mayoria de los casos de mastitis.C 2 3

Veldzquez et al (47) efectuaron un muesirec de residuos de
antibidticos en leches consumidas en el 4drea metropolitana
de la Ciudad de Mexico, reportando sus distribuciones por

concentracidn,cuyos resultados se resumen en el cuadro 3.

CUADRO 3

FRECUENCIAS Y NIVELES DE CONCENTRACION DE ANTI-
BIOTICOS EN LECHE E N LA CIUDAD DE MEXICO.

. FRECUENCIA EN NIVELES DE
ANTIBIOTICO LAS MUESTRAS CONCENTRACION
Penicilina LUI/ml) 60 % Q.01 ~ 0.07
Estreptomicina {megs/ml) 75 % 0.10 - 0.45
Tetreciclina [meg/ml) 43 % T 7010~ 0,38

* Adaptado de Veldzquez (47)

En un estudioc similar se reportan niveles mayores para los

14



residucs de penicilina,encontrindose? inclusive un valor. pro-.

medioc de 0,82 Ul/ml.para leches clandestinas.(52)

CUADRO 4

NIVELES DE PENICILINA (UI/mll ENCONTRADAS EN
LECHES DE DIVERSAS CATEOORIAS SANITARIAS

MINIMO MAXIMO FPROMEDIO

0,04 5.0 Q. 425

« Zurita (S20
Existen pruebas de que el uso'de algunos antibidticos como
aditivas en la alimentacidn del ganado.,poseen propiedades
estimulantes que promt:levan su crecimiento,(44) pero numerosos
estudieos han indicado que la adminisiracidn oral de estos
medicamentos no contribuyen de manera significativa en los

restduos encontrados en leche.( 18,25,44 2

£l mayor problema de las trazas de antibidticos presentes
en la leche lo sufren las industrias que manufacturan alimen-
tos derivades de la leche tales como la crema,yogurt,quesos,
ete.,ya que los antibidticeos pueden inhibir el crecimienteo de
microorganismos iniciadores. Cantidades tan pequefias come 0,08

Ul de penicilina,pueden inhibir los cultivos de yogurt.C 2 2



El mejcr y mds simple método para eliminar la presencia de
cantidades detectables de antibidticos en leche consiste en
réalizar la separacidn del producto proveniente de las wvacas
en tratamiento de la recoleccidn central. Con algunas
excepciones,en general se recomienda eliminar la leche durante
los tres dias (72 hrs.) posteriores al {ratamiento con
antibidlicos,ya que se ha establecido que el periodo de
eliminacidn de estos fdrmacos en la leche varia de acuerdeo a:

1) el tipo y concentracidn del antibidticeo usado,

@) ‘el estado de lactancia de la vaca,

3% la cantidad de leche producida vy

_4) la severidad de la infeccicén. (272

En México se seMala que "la leche procedente de animales
tratados con bacteriostdticos.bactericidas,hormonas o cual-
quier otra sustancia que pueda producir intoxicaciones,envene-
namientos o alergias al ser humano,no pedrd destinarse para el
consumo publico deniro de los periodos de eliminacidn que se-

ffalan los instructivos de la sustancia empleada®™. ( 8 D

Tambign la restriccidn de la venta de antibidticos para el
tratamiento de mastitis puede disminuir,en alguna forma,su
uso inadecuado. S han encontrade varias sustancias con

capacidad de inactivar la penicilina presente en leche,pero no

16



tienen usos’ practz_cos en vvirtud de su alta toxiczdad ¢z ) Se

han hecho ensayos penicilinasa .que hxdrohza a la

penicilina hacia una f' ma int‘tiva Cécido penicilinoicc) peror

1.8 Int’eréccl_{ﬁn ‘protefnas-antibidtico.

Hasta a:h’ora sdlo sé han. estudiado las acciones moleculares
de unos cuantos antibidticos encontrandose,casi de manera
invariable,que toda la‘accién antibacteriana debe envolver la
interaccidn del inhibider con una macromolécula. Asi por ejem-
plo,al estudiar la actividad de las penicilinas se encontro
que algunas de &€llas pueden unirse covalentemente a las pro-

teinas de la membrana celular.,atn cuando estas uniones no re-

sulien siempre irreversibles.C 12 D

Se sabe que las tetraciclinas forman enlaces con proteinas,
DNA,polinucledtidos sintéticos,RMA de transferencia y con los
ribosomas,y que Unicamante aquel farmaco que se enlaza al ri-
bosoma posee accidn antimicrobiana.C 13 2 También existan
evidenciaz de que &ste tipo de antibidtiecos interaccienan en

ferma general o con alguna fraccidn especifica de las protei-

17



nas }éc-j:;ais.j'}?:or éjemplo tepemos que 751 se administranitetfa—
c;clinas oralréxeni;e son bien absorbidas en ' el tracto
.,‘inLe_sLinal .‘sin embargo €sta abscrcidn se afecta enormemente
por'v.los alimentos,particularmente si se Lr.ata de - preductos
“ldcteos.C18) Martin y Harper(28),al dar una explicacidn so-
.bre la pérdida de actividad de estos antibjdtices con el
‘L‘iempo.proponen que la descomposicidn de la leche origina gru-
pos NH, que pueden interaccionar con el fdrmaco,o bien existir
un.a interaccidn directa de las tetraciclinas con la fase pro-

téica total de la leche. (17D

Kehn C28) al estudiar el papel que desempelian los icnes
metdlicos divalentes en los enlaces formados entre tetracicli-
nas y proteina enconird gque los calicnes divalentes,como el
Cu++. Mguy zn“.pueden actuar por enlace simultineo entre las
moléculas del antibiodtico y sitios especificos de las macro-
moléculas,existiendo pocos enlaces.y en algunos casos ninguno,
en la ausencia de estos cationes. También sefiala la existen-
cia de una altraccidn elecirostitica de los quelatos tetraci-
ciclina-ion divalente dentro de la capa de hidratacidn de las
macroemoldculas. Finalmente propone la prebabilidad de que
estos iones metdlicos sean los mediadores de este enlace,como

un puente de conexidn entre las proteinas y el antibidtico.

18



AL -ei‘eétuar ‘estudios instrumentales combinados,por ejempleo
"c'on la ésp(ec'trl'opolérimetria para conocer la naturaleza de las
ri nter acci ones proteina-antibidtico las 1 ect,uras : general -

.'menLe se int.erpret..an en términos del cambio de la conformacir:n

de las proLe.\.nas en el  bicopolimero, :Lnducido est"":omo‘ una

- t.onsecuencia del enlace cie; 13)

Los juicios Y evaluai:ionesr'sobré los.diversos enlaces que

se pueden f‘ormar a.l S.n\.eracc:.onar‘los an\.;bioucos con las

.protexnas se deben f‘undament.ar en: muchos. Lrabajos de alta

precisxen,por' o que se man;f‘iesta el gran descenocimiemto que

existe hasLé a fecha respecto al tema.

En la indusbrxa al.\ment.aria ‘es frecuente el estudio del
"compcrtamien!.o ; p\ecanico_ de diversos materiales g
productos,utilizando pr;oce;:limientos reocldgicos,que incluyen la
medida de la deformacidn de los cuerpos aparentemente conti-
nuos Y c¢oherentes,o bien la friccidn entre sdlidos,el flujo de

pelves e incluse la reduccién a particulas. (29D

Durante la elaberacidn de quesos es necesaria la aprecia-
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cidn -da  las ‘propiedades reoldgicas de la cuajada con 1la
t‘:".n._alidad, de determinar el punto en el que se alcanza la fir-
meza suficiente para llevar a cabo las cperaciones de corte y

desuerado de la manera mds adecuada,lo que favoreceri encrme-

mente,la textura final del producto.

El gel que se forma durante la coagulacidn de la leche se
encuentra en un estade fisico 1nesLable.pudiend6 producirse
una sinéresic espontinea. En el momento de iniciarse la
coagulacidn la cuajada es blanda y progresivamente va hacién—

dose mds firme.

Las cuajadas que resultan ser muy blandas se desmenuzan al
momento del corte,repercutiendo en un desuerado imperfecto,a

la vez que hace disminuir el rendimiento quesero.( 1 )

La composicidén quimica de la cuajada y su estructura de-—
terminarin en parte la estructura y textura final del queso,
también puede afectarse,en cualquier variedad de queso,con una
alteracidn de las materias primas usadas,por ejemplo cen la
adicidn de aditivos o la presencia de agentes contaminantes,

asi como en sus condiciones de manufactura.C28)

Frecuentemente =ze determina la firmeza desexda en la
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" cuajada por métedos tan subjetivos como apretarla con la mano
o arrojarla al pigo,l 1,41 2 lo que no garantiza musche su
reproducibil idad,recomendindose el uso de métodos instru-

"mentales recldgicos.

Las medidas reoldgicas que se efectdan generalmente en una
cuajada son dos: la tension de la cuajada.aseociada a la re-
sistencia al corte,y la dureza o resistencia a la deforma=-
cidn.C 1 2> Las medicionss de la tensidn de la cuajada fueron
originalmente usadas para seleccionar leches formadeoras de
cuajadas suaves,que se les consideraban de ficil asimilacidn y
digestidén. Pero cuando‘se hizo conccimiento de gque las vacas
con mastitis preducian leche con esta caracteristica se
disminuyé la popularidad de este producto. Se ha demostrade
con trabajos experimentales una f{franca independencia de la
firmeza de la cuajada con su digestibilidad.Cz0> Ultimamente
los méleodos de la medicidn de la tensidén de la cuajada se han
utilizado,aparte del seflalado para determinar el punto mds
conveniente de su corte,como prueba cbjetiva para ensayar la
.habuidad de algunas enzimas para Ser usadas como sustitutos
de la renina,aunque no se ha desarrollado todavia la
evaluacion ideal de estas enzimas protecliticas come agentes
viables en la elaboracidn de quesos. Lo uUnico que esta
establecido es el uso de la renina como pardametro coagulante

de comparacidén. € 21,27,43,51 2
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La firmeza de la cuajada estd influenciada por un delicade
balance de numeroses factores gque afectan.la c.oagulacic'n de la

leche, Muchos de estos factores son aun desconccidos.

Los principales equipos que se emp_l;ean_ para la medicidn de
la tensidén de la cua:jada.como.;:ont.rol‘. “par'ra el seguimiento del
desarrello de su estructura “.‘s'on He]l\‘l‘crsiémetrc y el Trombe-
lastégrafo. C 51,37 ) Aun cuall'ido'también se trabaja con la
medicidn continua vy direct.a’ del Viscoesimetro rotacional.
€23,24,42 2 Otros equipoé Vut.i‘lizados.par ejemplo para medir la
firmeza en .base a la fueria requerida para sacar la cuajada a
través de una celda de prueba o la energia requerida para
comprimir & cortar la cuajada,son los Texturdmetros,siendo los
de mis aceptacidn el Instron Universal Testing Machine 'y el

Ottawa Texture Measuring System (OTHS),entre otros.C 24.41.43)
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11 MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivoz en general

H,S0, <CBaker Analized'R.)

CuS0,. 54,0 C(Baker An.R.
NazS0, CQuimica JVC
NaOH C(Baker An.R.D

Zn polvo R. A,
Ac, Tartdrico CMerckd

KaHPD, CMonterreyd
KH,PO, C(Monterrey?
Eter estilico CBakerd

Eter de petrdlec C(Bakerd

2.2 Medios de cultivo

ad
=]
cd

-]

el

pJ

NaCi. Q:P,.-
Ac.Picrico CQuim. JVC

Latii.osé Ceral tzd

Fenolftaleina ¢T. Q)

Rojo’de metile (T.Q.D
NayCOg CBaker ANURLDC
CaCl,  CBaker “An.R.> -
NH,0R CBaker An.R.2

CH3CH,0H 98X (Baker

Agar bilis rojo violeta CMerck).

Agar papa dextrosa (Bioxdnd.

Agar triptona extracto (Merexd.

Medic para antibidtices No.1

para sienbra) pH 6.6 (Bioxdn).

Grove & Randall CAgar

Medio para antibidticos No.2 Grove & Randall CAgar

base) pH 6.6 (Bioxdn).
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9 Medio para antibidticos No.S Grove % Randall ‘CAgar ‘
para siembrad pH 7.9 (Bioxdnd. . .
g7 Medio para antibidticos No.8 Grove :i;'vﬁéﬁ'dall CAgar

para siembra) pH 5,7 (Bioxdén),

2.3 Aparatos

- Viscosimetro Rotacional Brlbok('i eld Mod,‘ LVT

Baffio "Colora' Ul Lrar Thermo"sf-.ai_.; NE 55161

- pH-Metro digital “Beckman” ¢ 41

Fotocolorimetro “Espectronic 20 Bausch &:Lémb?‘

Estufa "“Felisa" Equipar

- Mufla "Sybron Thermolyne™

~ Thermobalanza digital "“OHAUS MB 3011"

Autoclave “"Téecnica Industrial”

Centrifuga Clinica

Parrilla-Agitador Magnélice “Thermolyne Type 1000"

2.4 Microorganismos

Se wutilizaron tres cepas bacterianas;las cuales se
obtivieron en el cepario del Departa}nent_o.de Biéloéia derlra
Facultad de Quimica:

a) Bacillus stlearcothermnephilus spp

B3 Bacillus subtilis ATCC-6632

c) EBaclllus cerus ATCC-11778
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2.5 Antibidticos

Se emplearon tres tipos de antibidticos ya: estandariza-
dos y obtenidos de Quimica Hoechst de México,S. A.de C.V..Divi;
sidn Farmacia con los siguientes titulos: 7

a) Penlecllina V potdsica [1518.7 U.I..mgl’

b) Sulfato de estreptomicina [981.7 mcg/mg)

c) Clorhidrato de tetraciclina [983 mcg~mgl

2.6 Leche

Se trabajoé con un lote homogeénes de leche descremada en

polvo,elaborado por la Compafiia Nestlé.S.A.de C.V.,de la marca

sveLTES ¥F.

2,8,1 Caracterizacidén

2.8.1.1 Andlisis quimico proximal

a) Humedad
Se determina por el meétodo rdpido. de secado en termoba-

lanza. (320

b> Cenizas

Se determina por calecinacidn-en mufla, (38D

bd Lactosa C30)

#* 1 UI do penicilina sgquivale a 0.0 mcg de penicilina
G sddica cristalina y pura (13D
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Procedimiento:

Pesar 0.2 g de leche y transferirla a un matraz volumétrice
de 100 ml. adicionados de 50 ml.de sol.sat.de dc.picrico. Afo~
rar con la misma solucidn,mezclar y filtrar a traveés de papel
filtro. En un matraz Erlenmeyer de 1285 ml.colocar 10 ml del
filtrado mids 10 ml de sol.sat. de dec.picrico y 10 ml de la
sol.de NayCD; al 22%. En olro matraz hacer lo mismo que para
-la nmuestra,sdlo que en lugar del filtradeo adicicnar 10 ml de
sol.patrén de lactosa (1 mgs ml)  en agua destilada, Mezclar
los dos matraces simultaneamente y colocarlos en up bafio maria
en ebullicidn por 15- 25 min. Enfriar y transferir cuantita~
tivamente a matraces .af‘orados y aforar con agua destilada.

Madir su D,O.a 520 nm.

A de la muestra

X

[

% lactosa X.5:

A del testigo

<) Grasa
Se basa en el método de Mojjonier para la determinacidn de

grasa en leche en polveo.(33)

d) Mitrdgeno total (262

Se basa en el procedimiento macrokjeldalh. Para la conver-

sidén de nitrogeno a proteinas se emplea el facter F = &.38.
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2.6:1.2 Andlisls microbioldgico i .

sy ad. C‘L'Jen't.a _deril;a_ct.erias mesSrilas derdbi as.VC 2400
> Cﬁenta de —(crgani'smo‘s coliform'es.ic 35)'

: €2 Cuenta de hongos y levaduras, €113,

2.6.1.3 Determinacidn de residuos de antibidticos.C:

Se emplea el método microbioldgico de Ciliﬁd:l'c—;l:'l ]V:vlraéa;"
ad Valoracidn de residucs de penicilina

Precedimiento:

# preparacidn del indculo:

Un cultivo de B.stearothermophilus mantenido en agar
inclinado de soya tripticase se inocula en 150 ml de caldo so-
ya triplicase dentro de un matraz Erlenmeyer de 200 ml.Cpor
triplicade) y se incuba a 55 - B4 °C hasta una suficiente
esporulacidn Caprex.72 hrs.). Postericrmente centrifugar 15
min-'a 2000 rpm, Decantar el scbrenadante y resuspender las
ceélulas en solucidn salina fisioldégica. Recentrifugar dos ve-
ces mds e ir decantando el sobrenadante. Finalmente suspender

las cdlulas en 30 ml de sol.salina y almacenarlas a 4 °c.

» Preparacidn solucidn estandar de penicilina

Se prepara una solucidn patrén de penicilina con una
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concentracidn final de 1(500 UI/ml en solucidn amortiguadora de
fosfates pH 6.C103 : .
% Preparacidn de la solucidn patrdn de leche con v ;_m an-—
tibidtice. o
Se pesan 10 g de leche y se le adicicnan 30 ml de solu-
eldn amortiguadera de fosfatos al 1% pH 6, Posteriormente
calentarla a 82 °C e inmediatamente enfriar en un baflo agua-
hielo. Una parte de esta solucidn se fracciona para ser
utilizada como diluyente de la seclucidn de antibidtico a las

concentraciones de: 0,01,0.02% y 0.05 Ul/mi.

# Preparacidn de las placas

Inocular en 100 ml del medio de Grove & Rand#ll VNVc~.1 a
55°C con la suspensidn de esporas del miercerganismo en una
cantidad de 0.5 a 1.0 ml. Vaciar 8 ml del agar inoculado en
cajas de Petri y dejar selidificar. Colocar cujidadosamente los
discos de papel inpregnados con las soluciones de leche a las
diferentes concentraciones de antibidtice juntos con los de la
muestra Ctres de cada dilucidn junto con tres de la muestra
estindar en cada cased. Se invierten las cajas ¥y s5& incuban a
84°C de 3 'a 4 hrs.hasta que aparezcan claras las posibles
zonas de inhibicidn alrededor de los discos que contienen pe-

nicilina.
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b2 Valoracidn d os residuos de tetraciclina y estrep-

tomicina

Procedimiento:

+ Preparacidn de los indculgs

Con las cepas de B.cerus ¥y B. sublilis se hacen cultives,
por separado,de 24 hrs.en Lul%os_ ‘inclinados con medio No.l,se

resiembran en botellas.de. RQ}J* .co.ﬁ_250'~_m1_ del mizsmo medic y se

cultivan durante 247:}1{' 7."fC.'"“Se recolectan con 50 ml

de solucidn fi;;ol:éé;ca: _';Seg}l‘i-da'r;\entye 'son calentadas durante
30 min.a 70°C-con el '—’i‘_qb_j"et_c‘;f"de .producir esperulacidn. Se
centrifugan ~ "a” 1500 'rrpm" durante” 3 min. Se decantan les
snbrenadantes-y sé recentrifugan dos veces mds. Finalmsnte se

resuspenden en 30 ml de solucidn fisioldgica Csuspensidn madre

de esporas) y se almacenan a 4°C.

+ Preparacidn de }

soluciones estandar de antibidticos

Se prepara una solucidn de clorhidrato de tetraciclina
en una solucidn amortiguadora de fosfato meoncbasico pH 4.9 a
una copcentracién de 1000 megeml y una de sulfato de
estreptomicina en solucidn amortiguadera de pH 8.0 ar una

concentracidn de 1000 mcg~ml.

« Preparacidn d a solucidn estindar de leche

La solucidn de referencia de leche sin antibidtico se
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‘prepara igual que en el caso de~i"a-.'péﬁici‘i‘i_n'a‘ "Tinto para’ las

socluciones estdndares de telracicli comc para-.‘las de es-

treptomici na, se preparan -las-; dilucicnes en

leche: 0.025,0,08 y 0.1,

4 Preparacidn de las plagas |
Para el ensayo de la LeLfa.;:iciina se emplea el medio
comercial para antibidticos No.€ :come agar base para el medio
. de indculo Csiembra) del B, Cerus,mientras que se usa el medio
para antibiotico MNo. 5 para el de B subtilis. El agar de
indculo se prepara con gl medio para antibidticos No.i.para
imbos casos, inoculando en 100 ml 2 B0°C de 0.5 a 1.0 ml de la
suspension madre de esporas cerrespendiente. El medio de
cultivo base se prepara el mismo dia de la prueba y se vacian
aproximadamente 21 ml en cada caja de Petri. Una ve=x
solidificado el medio antericr se afiaden 4 ml del medio de
siembra ya inoculado. El medic se deja =olidificar y se
colocan en la superficie los penicilindros dentro de los
cuales se afladen tanto las muestras de leche estdndar sin
antibidtico como los de las dilucicnes con antibidtico (se
hace por triplicado en cada casae). Se incuban durante 24
hrs,de 35 a 37 °¢C y se procede a medir los halos de

inhibicidn,
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2.6.2 Reconstiluci ép‘i deila lsche

Procedimi ehtoi .

Se pesan i2 g- de- leche descrer\ada enwpolvo y se mezclan
con 84 ml de una solucidn 10 M- de [:';gt:l2 y 10 ml de agua des-
ionizada.legrando asi 100 m! de leche reconstituida.Se agita
la leche aproximadamente 20 minutos para asegurar una comple-
ta disolucién del polvo.Finalmente se mantiene en refrigera-

cidn 4 "0 por espacio de una hora.C 3 2

2.7 Cuaio

Se Lrabajé con un cuajo lxquido elaborado  por indust,rias

CUAM._...S.AA. de C. V. y con un txtulc de act.xv:.dad roLulado en 1a”

© etiqueta de 1{10, GO0

"2.7.17Actividad del cuajo
Eg . estandarizé de azcuerdo al método de la visualizacidn de

1a aparicidn de los aglomerados de casefna, ( 1,30 2

- Procedimiento:

En un tubn de ensaye colecar 2 a 3 ml  de agua destilada y
adicicnarle ! ml del cuajo liquido. Calentar en bafic maria =
35 _?_C 100 ml de leche a los que se le¢ afaden toda la selucidn

de cuajo preparada y agitar la leche por un momento. A partir

del momento en que se afiladid la solucidn del cuajo,comenzar a
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" contar el tiempo. Con un ag!Lador se desl;za suavemenLe la:
leche peor las paredes del recipienbe y observar 1a aparicion
de los aglomerados de éaseina.momentq ,en' el‘ 'cual_’,se deja de

contar el tiempo.

Fuerza (F) cuajo liquido:=

L= tiempo 's) transcurrido: hasta 1a aparlcxon'
- «:Ie los copos cASLOS0S. .. ] .

2.8 Segquimiento del desarrollo de la cuajada

2.8.1 Mstodo viscosimétrico

Se emplea el viscosimetro rotacional Brookfield modelo LVT
para el seguimiento continueo del desarrollo de la cuajada en

© funeidn dsl tiempo.

Procedimiento:

a) Pipetear 1.2 ml del cuajo liquido homogenec ¥y transfe-
rirles a un matraz wvelumétrico de 100 ml y aforar con agua
desionizada. La solucidn anterior de renina se prepara

momentos antes de llevar a cabo la prueba de coagulacidn.
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-3 Adicionar en un vaso Ber::ellius de 250 ml un volumen de
150 ml de leche reconstxtuida como se ind.\ca en 2.2.2 tanto
para las muestras "blanco' Clzbres de antxbxotico) como las

adicionadas con el anL:.bchLLcc respectivo a’ las diferentes

concentraciones. Colocar el de

temperatura c¢ontrolada a SS C se

mantendri durante Lc_:do-e). ;procedlmﬁ.ento. :

c) Una vez alcanzada la: Lemperat..ura ret‘erida adicionar ia

solucidn enzlmaLiCa ‘en’ tna relac;én del B%, v/v cen raspecto al

volumen ' de- leche.agi tar vigorozam&nte ar fin 3 dei, lcgra‘r,” una
distribucidn. homogsnea en toda la muesira. Coménzari a contar -
el - tiempo- posteriormente a la  adicidn’;i:de: ‘la’ solucidn

_enzimdtica,

No.1 - del

dl) . Inmediatamente despﬁé" inLroducxr laiaguja

viscosimelro y ponerla a girar a 30 rpm

;@) Registrar los cambios de viscosidad que se presenten

tomando una lectura en intervalos de 4 segundos.

> Repetir tres veces el ensayo para cada condicidn,
Calculapr la precisidén del método realizande cince veces
el seguimiento del desarrollo de la viscosidad con muestras

blanco,segin el método descrito.
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[=p] Las leciuras‘k en ‘l‘éx -‘-e'-‘-scv_al‘a‘ ‘se’ §déderi cchyértir ai -

Centipoises ‘cepd

respecto. al; Li émpb

2.8.2 . Metedo consistométrico

" El método desarrollado se refiere a ’la'i_rh'ed_ic,ic'm. de :la’ con-
sistencia o "cuerpo” logrado por ‘la cuajada’ en f'uné-io‘nk del

tiempo. Se basa en la plomada de Hilker-Guthrie. € 40"

Fundamento:

Un cuerpo cénico de peso constante se sitda a una determi-
nada altura sobre la superficie de la muestra y se deja caer
libremente sobre la misma. El grade de penetracidn de la plo-
mada después de un tiempo dado depende directamente de la
consistencia que presente la muestra.

Procedimiento:

Las pruebas se realizan por triplicado.

22 Efectuar los pascs a.b ¥y c del punte 2.8.1,perc en vez

de utilizar 150 ml se trabaja con 200 ml de leche que se
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p'cl:ia‘t.‘i’lenc, duk_ro‘ ’dg 5.12 g.de pesoiCfi

cm sobre.la superficie de 'la. muestr

e) Graficar la distaﬁcl\é penetradaicon respecto al tiempo.
2.9 Determinacicn de la consistencia final de la cuajada.

El procedimiento en este punto es similar al ulilizado en
‘el seguimiento del desarrollo de la cuajada por el métedo con-—
sistométrico (2.8.2),pero realizando todas las mediciones a
los SO min posteriores de la adicidn de la solucidn enzimitica,
tiemps promedio encontrado en el cudl 5e alcanza la
consistencia midxima de acuerdo a las lecturas obtenidasz en el

punto 2.8.2.
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Flty.2

EQUIPO UTILIZADO PARA MEDIR LA CONS ISTENCI A
DE LA CUAJADA AR.— APARATO COMPLETO MOSTRANDO
LA AGUJA DENTRO DE UNA MUESTRA B.—- acGuia DE
MEDICION CON LA ESCALA GRADUADA

Tubo
contenedor
de la N

mestra 7

Ajuja pléstica
de medicién

9

I(c.mu(n(‘(w(l(( O I

o
w

w

o)
Cq!

1

i1.5 am
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CUADRO 7

DETECCION DE RESIDUOS DE ANTIBRIOTICOS EN EL
LOTE DE LECHE EN POLVO

ANTIBIOTICO CONCENTRACION - REFERENCI AT
Penicilés;/:l !;ota'sica ¢ 0.008 ' o 0.1-0.07
Sioppidrate de Tetra ¢or | osoous
St e coos | oioae

T veldzquez 47D

Se puede establecer,segin los resultados obtenidos,que el
lote de leche analizado presenta una composicidn media carac-—
teristica y una excelente calidad microbioldgica conforme a la
VNOM para leche en polve.(21) Con respecto a la presencia de
antibidticos.no es posible detectarlos a concentraciones meno-
res o iguales que las reportadas en el cuadro 7,ya que estas

cantidades,corresponden a la sensibilidad del método empleado.
3.2 Actividad del cuajo

Al emplear el meétodo de los aglomerados de caseina, s
establecid un valor de actividad para el cuajo liquido de:
F = 4263.63 U
El valor anterior resulta caracteristico de los cuajos 1li-

quidos comerciales.( 1 2
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3.3 'Seguimiento del: desarrcllé de 1a cuajada

3.3.1 Método vis;éﬁsi Y

“Al bbs-ervar' los resultédos obtenidos de la viscosidad
aparente en funcic‘n‘n del tiempo Cgrdficas 1,2 y 22 se encuentra
un patrdn caracteristico:una linea base con valeor de viscosi-
dad constante,seguida de uha pequefa curvatura en la zona
inicial de transicidn, para finalmente presentar un incremento
lineal de la wviscosidad cuande se estd llevando a cabo la
coagulacidn.Esta udltima linea recta ascendente se obtuvo
mediante procedimiento.mat.emébico de regresion lineal con los
puntos experimentales en cada caseo,Al prolengar la linea
ascen:.:!ente Clinea punteada en las graficas 1,2 y 32 hasta la
interseccidn con la linea baze de valer constante,permite
definir griaficamente un parametro de comparacidn.Este punto de
cruce de las dos lineas rectas ( Tc 2 representa relativamente

al tiempo inicial de la cocagulacidn.
Al calcular la precisiodn del método con las muestras libres
de -antibidticos (blancos), ze enconird un Tc promedio de

106.5218 sey. y con una dasviacidn estandar de 2. 6397 seé.

En el cuadro B8 se resumen los tiempos iniciales de
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GRAFICA |

SEQUIMIENTO VISCOSIMETRICO DEL DESARROLLO DE LA CUAJADA

EN

PRESENCIA DE

PENICILINA V POTASICA

{ T¢ = TIEMPO INICIAL DE COAGULACION

NISCOSIDAD APARENTE [Cpl

20+

4

[

| ANTIBIOTICO DE PRUEBA:PENICILINA
0+

O I'” '--l \

e

i
. g
Sl AT
- .
D A

+ BLANCO

£ 08,1 U1/nl]
5 08,3 Ul/nll
L3 UI/nl]

- (3 Ul/ml]

A
7

160

19 200
TIEMPD [seq]

210

29

230
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GRAFICA 2

SEQUIMIENTO VISCOSIMETRICO DEL DESARROLLO DE LA CUAJADA
EN PRESENCIA DE CLORHIDRATO DE TETRACICLINA

t Te

= TIEMPO INICGIAL DE COAJULACION )

VISCOSIDAD APARENTE [Cpl

e
=

+ BLANCO

¥ 6.2 nea/nll
-4 10,9 neg/nll
£ [3 teg/nl]

- [5 nea/nll

—

209

AT
TIEMPO [seq]

%g 250
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GRAFICA 3

SEAQUIMIENTO VISCOSIMETRICO DEL DESARROLLO DE LA CUAJADA
EN PRESENCIA DE SULFATO DE ESTREPTOMICINA .

¢ T¢ = TIEMPO INICIAL DE COAOULACION

UISCOSIDAD APARENTE

[Cpl

B2 D L3 G B I N
S O W LD
n 1 1 y 1

15+

ESTREPTOMICING

| ANTIBIOTICD DE PRUERS:

tity X

gt Jite 74
. (e 4
TC
.

J—

SN

* BLANCO

4 18,3 weg/nll
@ (1 meg/nl]
» 13 meg/nl]
- [3 neg/nll

)
189

159 2

210

229
TTENPD Iseq]

20

208

250
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la coégul acidn  CTed v 'encontradcsk gréficamente - para cada
casa,asi como lyas' diferen_ciés que. guardan estos valores con
respecto al Tc prorher.jlin de 1os blancos.Esta diferencia se re-—

' presenta como ATc,.donde ATc = Tec muestra - To promedio blancos

Las pruebas realizadas con las muestras conteniendo los
di versos fdrmacos presentaron un desfasamiento en el valor de

Te. Asi los ensayos con penicilina aparentlaron una coagulacidn

CUADRO 8

COMP ARACION DE Tc (TIEMPO INICIAL DE . QQASULACIAN)
bE CADA ANTIBIOTICO A SUS DIFERENTES CONCENTRA
CIONES CON RESPECTO AL BLANCO PROMRDIO

ANTIBIOTICO CONC. Te [3) aTe®
0.1 188, 63 ~7.80
Penicilina — -
LUTml 3 .3 190. 71 5. 81
3.0 183, 07 -13. 48
5.0 185, 02 -11.80
o.a 206. 14 g. 62
Tetracicllina 0.5 203, 62 7.08
Lmegsml) 3.0 | 208 99 7. 47
5.0 2083. 35 &, 84
0.5 201.65 S.14
Estreptomlcina 1.0 207.13 10. 61
{megsml) . ) :
2.0 208. 85 12.33
3.0 213. 81 17.26
*  Atc = Te muestre - T blanco prom.
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anticipada en todos los casos.No obstante.al realizac  un a;
nilisis estadistico en base a la prueba de RangoC40) sobre los
puntos experimentales del blanco junio con los correspondi§n~ E
tes a las concentraciones bajas de este fdrmaco CAnexo IIID,
se encontrd que no existe diferencia enire &stos puntos a una
confiabilidad del g5%,mientras que si se manifestd una
diferencia entre muestras con penicilina en altas
concentraciones y el blanco. En el caso de las muestras con
tetraciclina y estreptomicina se encontréd un retrase en los
tiempos iniciales de coagulacidn,siende mis dristico para la
estreptomicina que se retardaron mas al  aumentar la‘
concentracidn del antibidticeo, lo gque supone un aumsnto de
viscosodad mis lento y por consiguiente un desarrollo mids

retardado de la cuajada.

Cuando se adiciond tetraciclina,como ya se menciond, s@
presentd un tiempo inicial de coagulacién més retardado,pero
que en este caso se mantuvo un Te similar en todos los ensayos

a pesar de adiciones mayores del antibidtico.

Al efecluar un andlisis estadistico en base a la prueba de

rango ChAnexo 1II3,no se encontrd diferencia significativa
entre las muesiras con diferentes concentraciones de telraci-
clipa,pero si se manifestd una diferencia sigrificativa entre

las muestras con antibidtice ¥y la muestra blanco,
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Para el caso particular de la estreptomicina. si - se encontrod
una diferencia significativa enire las mismas muestras con an-—
tibidtice ¢ excepto entre'ia.o y: 5.0 mcgsml )y a su vez en uAnia‘

comparacidn enire é€stas muestras .y el blanco.

Harper (17D al’ estudiar la. alteracidn de la coagul$cio’n'
dcida en presencia de tetraciclina manifiesta la existencia de
unar interaccidn antibidtico-proteina-ion . calcio . lo que
Virnt.al;f‘iere en la formacidn de la cuajada aln cuando se obtenia
un valor de acidéz iguzl o menor al punto isocelédctrico de la
-caseina. Por lo expuesto,proponemos un efectc ocasionado por
los antibidticos sobre las propiedades isoeléctricas del sis-—
tema,ya que el para-z-casinato presenta bdsicamente porciones
negativas e hidrofdbicas lo que le permite ser sitic de unidn

de diversos aditiveos idnicos.

Lo anterior puede relacionarse con olros estudios en los
que se ha sugeride que la reduccidén de las repulsiones
electrostdticas entre las micelas modificadas,por ejemplo con
una neutralizacion de la carga por la adicidn de aditivos
cargados positivamente C 15,16 2,pueden permitir la generacidn
de fuerzas de atraccidn tipo wvan der ¥alls entre las

particulas favoreciendo su agregacién.
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3.3.2 Método consistométrico

Las graficas 4.5 ¥y 6 corresponden al seguimiento realizado
durante el desarrollo d'e';la. cuajada' determinando. la consis-—

tencia de las muestiras '"en 'ifuhcirén_, del’ ti empo,en la presencia

de cada antibidtico:a d ncentraciones ‘extremas y compara-

con’

das respectivamente’ lfbla'rico promedio.

El Vcomport'.am}tenl.ro general de las grificas muestra una zona
inicial,de O a 10 minutos,en la cual se mantiene praicticamen-—
te un w)alor constante,.representado por la leche aun sin coa-
gula}. A este valor se le asignd 100 en la escala porcentual
relativa de la diferencia en la consistencia mixima CXRDCHD,
dado que aqui se alcanzd la maxima penetracidn de la aguja de
medicidn Cfigura 2,B). Conforme avanzo el tiempo la distancia
penetrada disminuyd hasta un valor gue se mantuvo constante,en
general,a partir de los 50 minutos posteriores a la adicidn
del cuajo. Este valor constante corresponde a la mdxima rigi-
der del sistema representado por una distazncia minima de pe-
netracién. Para el comportamiento del blanco en e punto que
se alcanzd la rigidez mdxima se le asignd O %RDCM,ya que €ste
es nuestro pardmetro de comparacién. En mediciones porteriores

se observd una discontinuidad en las lecturas y con claras
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sefiales’ de ‘sindresis,por 1o ‘que’ se consideraron no represen- ..

‘tativas.

: cuv:adro 9 se resumen los datos de %RDCM y de i’a dis-". B
: Vl..".iln,c,i‘g_ mxnima de penetracidn correspondiente a la rigidez

‘v)néxiﬁaaiael _gel alcanrzada en cada cazo.

CUADRO 9

DATOS DE COMPARACION CORRESPONDIENTES A LA
CONS1ISTENCIA MAXIMA DEL GEL EN LAS DIFEREN-
TES CONDICIONES

CONC. DIST. MIN "
MUESTRA ANTIBIOTICO | PENETRADA [mm) | RDCH
Blanco o} 60.0 o
Penicilina 1.0 B1.7 8.5
(UL ml) o 63.3 16.5
Tetraciclina 1.0 65. 0 25,0
{meg/mi 3 .0 &7.3 36.5
Estreptomicl - 1.0 62.5 12.5
"2 megomll 5.0 86. 1 30.5
XRDCM = porcientio relalive de diferencia de ta

consisiencia mdxima

En general los resultados revelaron una consistencia mds
débil de la cuajada para las muestras que contenian antibiod-

ticos,siendo menos marcada para el caso de la penicilina,en la

50



que se logré una ,i-ed_: ceidn Lgelide un

16.5 % a una con;’eht.'racién de 5.0 UIL/ml, mient »a‘s —ql;é"'-ﬁara el

caso de la tetraciclina'sealcanzd unaireduccidn muy notoria

de hasta un 26.5.% en. la concentracidn dé 5.0 meg/mi,

Comparando esta disminucidn .en la rigidez mixima entre las
concentraciones extremas utilizadas,se sncuentra que con el
antibidtico tipo tetraciclina tiende ya a debilitarse la con-
sistencia de la cuajada a un valer del 25 % RDCM, inclusive,
Para los otros antibidticos no se encontré una disminucidn en
la rigidez tan notoria a la concentracidn minima manejada.

" También en el caseo de estrepromicina se obtuve un vé.lor alte

de %RDCM con 8.0 mcgsml al igual que con tetraciclina.
3.4 Consistencia final de la cuajada

Esta seccidn presenta un complemento del punto anterior,ya
que como se menciond anteriormente se encontrdé un comporta-—
miento semejante en todas las curvas (una meseta en sus per-—
files) desde los SO min posteriocres a la adicidn de la enzima
¥y que correspondid a la consistencia mdxima lograda,por lo
tanto se decidid registrar las lecluras sélo una vez
trancurrido este tiempo para las diferentes concentraciones.

Los resultados de este procedimiento se encuentran reflejados
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en la grdfica 7.,en la que s‘e"a"si,a»bl 6 Una comparaciGniontre

él compcrtamiento' de las ; ;nuesliras ';’ cénv :Ea&a _"‘uh‘o de los
antibidticos a diferentes Ec«.jceniréc"icnés ‘y la consisteﬁ{:ia
mixima. legrada por el blanco. As..i' encontramos que para el caseo
de la tetraciclina se presenta una di'smi nuci én muy pronunciada
en -la consistencia del gel,dada por una mayor penetracidn de
la aguja de prueba.para las concentraciones bajas del
antibiotico,para posteriormente originar una menor disminucidn
en la consistencia a pesar de incrementos posteriores en la
_concentracién de tetraciclina. Para la esLreptomicina se
observa que sdlo al inicio siguid un comportamiento semejante
al caso de la tetraciclina para despugs dar lugar a un
intervale constante del valor de maxima penetracién en
concentraciones intermedias del antibidtico.y solo al
adicionar grandes concentraciones de estreptomicina se cbserva
un mayor incremento en la distancia penetrada,es decir que a
altas concentraciones de este tipo de antibidtico logra un gel
mias débil. Lo anterior corrobora lo delerminado en el

seguimiento del desarrello de la cuajada en el punto anterior.

Finalmente al cbservar la respuesta dada per la penicilina
diremos que su presencia logra sdlo un ligero efecto en la
disminucién de la rigidez del gel.que se acentda en altas

concentraciones de este farmaco.
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Cabe mencionar que on todos los casos se aparenta una
disminucién progresiva y lenta de la rigidez del gel pero
principalmente en presencia de una alta concentracion de los
antibidticos en la leche,lo que frdncamente representa un caso
muy poco probable a ocurrir en forma deliberada . Sin embargo
se prevee que tal vez é&sta disminucidn decae hasta un valeor
mdximo para dar lugar a un comportamiento constante a pesar de

mayor adicidn de antibidtico.
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IV CONCLUSICONES Y RECOMENDACIONES

-bl._a ;preSEnc‘Xa de antibidtices en la l;ec}ié modifican tanto al
tiempo de coa.gulacsidh‘ como a lVa‘Le:-diura final de la cuajada.lo
que puedeb.en clerta forma,gér;érar pérdidas econdmicas a nivel
industrial que se manifiestan,en ger"lefa}l.pror un incremento en
e! tiempo del proceso.pero_;s,obr'e f.édo‘ por-.la t;lisminucién del
rendimiento quesero ‘a ‘causa ,‘d‘e‘f-'la;':‘:}:g‘r(i'svis@eﬁé:ia d_e'bily ‘Vde la

cuajada obtenlida. Scbre. todo p'.ama‘t el ,c‘a’;b‘de‘;_lra t:eLi‘aci clina,

que en pequefias cantidades 'lrogr:é' disminuir la‘__/fi_rméza,:del gel

considerablemente.

~ Empleando el Viscosimetro Rotacional Broockfield sdlo es po-
sible detectar el comportamiento continuec del desarrollo de la
cuajada correspondientes a los tiempos iniciales de la
segunda etapa de la coagulacidn sin lograr determinar un valor
de viscosidad maxima y constante,ya que se registran lecturas
discontinuas transcurrido un tiempo dado.originadas por la
ruptura y sinéresis del gel. Por lo tanto,este método sdlo es
atil para localizar el pardmetro de comparacion identificado

como Tiempo inicial de Coagulacidn.

- El mélodo establecido para observar la consistencia ma-

nifestada Cdistancia penetradad por la cuajada en funcion del
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tiempc‘.’iprbpprc o na‘descripcién grifica caracteristica dsl

" comporiamiento esarrollo. del gel,que permite establscer

una.comparacidn’entre’diferentes condiciones de ceoagulacién,no

S séle _‘deb.\da_; a Ala_ffafgseﬁcia o presencia de antibidtices como se
‘usé 4en estev cbiaso' Vp‘iar!..lcular,sino que se puede extender su use
_'pﬁr eje;nplci t;omo prueba. de calidad de la leche para coagular.
Tambi&n podr;ia recomendarse para establecer las condicionss
;del punto de corte de la cuajada durante la elaboracidén del
queso.éiempre < q;.:e" se - logreuna- i-ccnéistencia ma i ma

satisfactoria en la 'cuajadé..,

% Los lfesu..lt.adés obter;idos,’rrefere_n'zanfalrrprrincripio tedrico ge-
neral que explica el fendmeno de ;:oagulacién en base al
efecto electrostdtico o de neutralizacidn scbre el #-para~ca-
seinato,va que se sugiere que los antibidticos afectan el en-
torno idnico nermal en la coagulacidn de lax leche. Sin embargo
ésto es todavia una hipdtesis a comprobar con métodos y apara-
tos mis sensibles para concentraciones menores de antibidtice

que permitan corrcoborar una interaccidn antibidtico-proteina

ion ealcio.
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. CANEXO 1

DATOS DE ‘VISCOSIDAD APARENTE EN FUNCION DEL TIEMPO

‘- Blanco

TIEMPQ (8)

186

180

“1e2
194
195
196
200
20z
206
208

A

T
o'-
‘0
2

.000ocoOomWOO

SURSRURCE: N WYY S

SN e

TIEMPO (&)

210
213
213
217
220
22z
222
224

‘Correlacidn linea: ascendente:

Ty CITASINTH (S2ES. 143D

~ Blanco

TIEMPO (8)

180
182
183
185
187
1890
190
194
197
pR=)
=200

B'

™
3
2

~FDOUOUEBDER D
coOOUOOUBUOOO

A

TIEMPO (s)

204
2086
202
212
214
2i6
217
220
ez
224
228

Correlacidn linea ascendente:

Y= C1.588Q0X + (-207.EQ
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=S

-

(e
H P

25.0
20.0
22. 0
26.0
43.0
44.0
48.0

24.0

LR o SO LU
000000

CRRRe

o
L
{0
(3
w



- Ens'ayc" con penicilina:
adblanco

TIEMPO (&)

;&: wcp . TIEMPO “ts) IJ‘;CP’
177 4.0 o 208 24
181 4.0 . 2oe 28
15 4.8 210 31
186 4.8 212 - 3z
189 5.0 213 36
182 6.0 217 42
193 6.0 218 a2
197 8.0 220 44
197 11.0 222 a5
201 15.0 222 48
206 22.0 224 48

" Correlacidén-linea ascendente:
¥y = C1.B1630Y + (-288.7718) r = 0.9928

B [O/L UL/mlY - .

TIEMPO (s H_tcm TIEMPO (s} H jce
174 1.0 199 20.0
175 4.0 199 18.0
177 4.0 202 e7.0
179 4.0 207 335.0
181 4.0 211 42.0
182 4.5 212 43. 0
185 4.5 2185 48, 0
186 5.5 z20 A47. 0
188 5.5 =21 48, 0
189 -] 226 49. 0
101 7.8 ==rd 48. 0
185 12.0 Ze8 AT7T. 0O

Correlacidn linea ascendsnte:
T.= C1,87190¥ + (-282.8072> - = Q, 2824

cd [0/3 UI/mlt

‘TIEM‘PO () H tcp TIEMPO ts) H Jep
168 4.0 ig0 4.0
179 4.0 183 4.5
174 4.0 1€5 4.5
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187 3.9 z202 ze. 0
188 5.0 205 298. 0
189 6.0 206 30.0
120 7.0 2o 33.0
192 8.0 209 36.0
1986 12,0 214 42.0
197 14.0 215 46.0
200 19.0 218 47.0
202 22.0 220 48.0

Correlacion linea ascendente:

Y = C1,.450B20X + C-261.6074> ro= 0.8939

d) I3 UIrmll

TIEMPO (S) H_sep TIEMPO (@) M _iep?
170 4.0 200 20.0
171 4.0 202 22.0
174 4.0 204 26.0
175 4.5 206 37.0
178 S.0 zoe 43.0
182 6.0 211 42.0
183 7.0 212 47.0
1856 8.0 215 43.0
187 10.0 216 48. 0
180 14.0 217 48.0
196 21.0 2198 47.0
198 24.0 220 48. 0

Correlacidn linea ascendsnte:
Y = C1.48082)X + (-261.68074) r = 0.9939
e) (S UI/ml]

TIEMFO (3) H_tcp TIEMPD (53 H SR
170 4,0 1e8 5.0
173 4.0 187 8.0
174 4.0 189 8.0
177 4.0 189 Q.0
179 4.8 120 13.0
181 5.0 191 14.0
184 5.8 193 15.0
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194 20,0 ° oo . a3.0

195 21.0 2100 l44.0
197 22.0 211 47.0
198 28.0 214 . a7.0
201 29.0 ‘ 218 49.0
208 36.0 - Ciieaol 47.0

Correlacisn linea ascéndeﬁte: .
Y= Ci.59480X + C-29:.07200 '~ r = 0.9923

- Ensayo c¢on tetraciclina '

ad Blanco -

. TIEMPO () . ,i,_:ancrpg_  TIEMFO " (S) H _«<p)
187 R IR B 208 . 20.0
<190 4.0 210 21.0

i91 L 4.0 a2 “28.0
184 4.5 216 34.0
195 4.5 a1 35.0
108 5.6 220 40.0
202 8.0 2z 4z2.0
205 12.0 g7 47.0
206 14.0 230 48.0
207 14.0 232 49.0

Coerrelacion linea ascendente:
Y = €1.63903% + C-322.1151) r = 0.9914

bY (0.2 meg~sml]

TIEMPO (S) ERC TIEMPO (5) H_1Cp
189 4.0 220 25.0
192 4.0 er3 26,0

193 4.0 225 32.0
186 4.0 229 37.0
187 4.0 231 38.0
200 4.5 233 43.0
201 4.5 235 44.0
204 6.0 237 46.0
207 8.0 239 47.0
213 13.0 241 48.0
el4 14,0 242 47.0
cl16 18.0 243 48.0
218 20.0 244 47.0
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Correlacidn linea (_a"scren'dehte: I
Y = €1.40710X + C~286.076)

¢? {0.5 megrmi}

TIEMPO <S) 2 1Cpd LR TIEMPD tS) b ©pr

180 4.0 220 28.0
192 4.0 az1 30.0
196 4.0 225 26.0
200 5.0 229 42.0
204 8.0 233 %7.0
208 i0.Q 237 48,0
2132 16.0 240 47.0
217 22.0 241 4G. 0

Correlacidn linea ascendenta:
Y = C1.47870X + (~296.697S) r = 0.89973

4> (3 mecgs/mld

TIENPO (S) H_cpr TIEMPO (S} R P
120 4.0 216 24.0
ies8 4.0 217 £5.0
ig2 4.0 ezo 3t.0
193 4.8 221 22.0
1gv 4.5 (== 37.0
200 8.5 225 2.0
202 8.0 ze8 43.0
204 7.0 229 45.0
206 2.0 233 48,0
208 11.0 241 43,0
213 18.0 243 45,0

Correlacidén linea ascendente:
Y = C1.53E93KX + (-320. 32680 r o= 0.9987

el [S mcg-ml]

TIEMPO (3} H_tcpr TIEMPO (3 b om
i18e 4.0 200 4.0
120 4.0 201 5.8
182 4.0 204 7.0
ig4 4.0 208 8.0
1e6 4.5 208 2,9
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212 18,0 225 29.0
217 21,0 229 . 48.0
219 : T es.o 232 46.0 -
222 33.00 237 48.0,
zee 33.0

240 . 47,0,

. Corralacién i'héé‘ra‘sca‘ndenta: S e
Y = €1.53100%, +C307.2407) - F = 0.9918

~Ensayc .con estreptomicina

alBlanco
- TIEMPO (&) o yatépi ; _‘,' TIEMPO (5} H tcp
1187 4.0 ‘208 20. 2
190 4.0 - 210 24.2
191 4.0 a21a a27. 9
194 4.5 zi8 37.4°
185 4.5 220 44.0
198 6.0 zaa 47.6
20z 8.5 - 2z7 51.7
208 12.8 230 52.8
118:7 222 s52.8

206

Correlaciéﬁ‘]l inea ascendente:
Y = C1.64430X + C~323.6975) r o= 9926

bd [0.5 mcg/ml].

TIEMPO (=) © i ,ucx_cpg 7 e TIEMPO (S uau:p)
189 4.0 211 17.0
191+ 4.0 214 22.0
193 5.0 215 23.0
198 5.5 219 25.0
108 8.0 222 35,0
199 5.5 222 34.0
z02 7.0 226 40,0
203 . e 7S 230 42.0
206 11.0 221 45,0
207 12.0 234 47.0
210 12.85 228 48.0

Correlacidn linea ascendesnte:
Y = (€1.29.050X + (-303.9262> r = 0.8897
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c) [1 r‘mcg/mll

CTIEMPO (S) .

72

TIEMPO 1S}

H (Cp)
190" 219 16.0
Sig0 221 20.0
lee S .azee z2.0
1947 - ‘285 28.0
186 226 28.0
‘1e8 228 21.0
1201 231 33.0
232 35.0
235 37.0
© 236 240.0°7°
239 42.0
241 44.0
;243 -45. 0
245 47.0
230 48.0
‘linea rascendente: -
#C=241, 870 r = ,9915
FddTI3 meg o ml ]

TIEMPO (5) ptep | TIEMPO (= PR
189 4.0 224 20.0
192 4.0 2289 23.0
197 4.0 233 29.0
igs 4.5 237 35.0
201 4.5 241 3\B.0
208 S.0° 242 28.0
208 6.0 245 43.0
213 8.0 246 42.0
218 11.0 249 44.0
217 13.0C 253 46. 0
220 16.0 254 48.0
223 18,0

Correlaciodn linea ascendente:
Y = C1.1396)X + (-233.6147) r 0. 9960



e> (5. mcgsml 3
. 'rz't:u'rrb'.-(s_)\
205

208

ol
210 -

213
214

216 .

218
21
222
226
226

[T :
OLNEOTEERA
(o)

._.
o
o

coocoumUioo0

2320

- 234

237
241
241
o44
246
248
2350
z52
254
256

Correlacidn linea ascendente:

Y

€1.19330X

+ €~251.15122
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TTIEMPO 8)

r

(cp
B gep

28,0

= ,9851

27.0
2Ee.0
34.0
34.5
41.0
43.0
39.0
47.0
48.0
48.0
48.0



CANEXO Z

DATOS DE LA MEDICION DE CONSISTENCIA

“CLecturas promedi o)

- A .Blwanco N

V'I:'IEMPD(mi_n) | PENET tmm) TIEMPOtmin PENET (mm)

Le. O 8.0 35.0 5. 56
5.0 8.0 40,0 5. 40

10.0 8.0 45,0 . .8.18
15.0° 7.668 50.0 6.0
“20.0 " 7.0 55.0 6.0
25,0 6, 83 60.0 6.0
30. 0 6. 66
- B. "Penicilina (1 Ul ml]

TIEMPOtmin PENET (mm} TIEMPO(RLI PENET (mm)
[¢] 8.0 38.0 65.43
S.0 7.93 40.0 8. 37

10.0 7.97 45.0 6.25
1.0 7.50 50,0 6,17
20.0 7.03 55, 0 g.17
25. 0 8.867 60.0 6.15
30.0 6. 57

- €. Penicilina [3 UI/ml}

TIEMPQImin} PENET (mm) TIEMPOUTiT) PENET tmm}
Qo 8.0 : 35,0 . 62
5.0 7.96 40.0 8. 45

10.0 7.83 45.0 8. 40
15.0 7.61 50.0 8. 40
20,0 7.30 55,0 5. 30
25,0 7.10 &0.0 6.23

20.0 G.E6
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- D. Tetraciclina [1. meg/mi)

TIEMPOiminy. - PENET tmm) : TIEMPOMIM . PENET (mm)
o IRy O~ I 6,53
5,0 1 7.93 B. 47"
10,0 e L 7,93 6,53
1870 T I RLTT 6.50°:
20.0° - -7 20 6.50 .
25.0 5.85 - 6,50

30.0 e BT2

~ E. Tetraciclina: {5 meg/ml)

TIEMPOIminy ' PENET, trimi PENET 'tmmy
o) Y- Y 1y 6,83
5.0 793 6.83

10,0 S7.96. 6.78
15.0 T.73 6.83
20.0 LT 40 P 6.73
25,0 LTLOB - 80,0 6.73
30.0 .90

- F. Estreptomicina {1 mcg/ml]

TIEMPOUmir) PENET t(mm} TIEMPOmLN PENET (mm)
(o] 7.97 35.0 6.53
5.0 8.0 40.0 6. 45

10.0 7.97 45.0 6.28
15.0 7.50 50.0 6.26
20.0 6. 86 55,0 6.25
25.0 6.73 60.0 6. 25
30.0 6.76

- .G. Estreptomicina {5 mcgs/mll

TIEMPOMmMiNY PENET (mm) TIEMPO(mLNY PENET (mom}
o} 7.96 %.0 6.75
5.0 7.986 40.0 6.71

10.0 7.86 15.0 B. 66
18.0 7.73 50.0 6.82
20.0 7.50 55,0 5.61
25.0 7.06 60.0 6.61

30.0 6.86
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- H. Penicilina ™
DISTANCIA
CONC, tUI/ml) - ! PENETRADA (mm)

50.6

61,4
61.8
63.0

anoo
oo A

= 1. Tetraciclina.,
' DISTANCIA
coNC, (mcgs/mly PENETRADA (mm)

60.6
62.0
64.8
€6.8
67.3
. 68. 8

pprooco;
cooum

- J. Estreptomicina
: DISTANCIA
coNC, (mcg/mly PENETRADA tmm}

60.5
c2.1
&2. 8
62.7
63. 0
66. 0

swrooo
cooun
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ANEXO 3

ANALISIS ESTADISTICO: EN BASE A LA PRUEBA DE RANGO PARA DETQR-
MINAR DIFERENC1AS STIOGNIFICATIVAS AL 93% ENTRE:

A) BLANCO PROMEDIO ¥ DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ANTIRIO~
TICO, )
B LAS D!FERENTES CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICO

= Range = Vzler mayor - Valor menor

R
f.= FacLor estadistico
F-r= Tedrico

F

e Calculado St F‘c > F': hay diferencia sighif‘lcatl va

I~ Penicilina

".CONC. DE PENICILINA CUT/miy /5
A B c ) BT
BLANCO 0.1 0.3 3.0 'B.0
. 18 19 19 30 29
Ha 2z 27 a2 33 35
Lep? 24 35 29 365 43
28 42 30 37 44
31 a3 33 43 a7
3 R 16 24 14 13 18
L u | 120 186 133 178 160
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33

=t}
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~F
S -1
.-F'c
TR
o
“'CONC, DE ' TETRACICLINA Cmegrmld
B c D £
0.2 0.5 3.0 8.0
8 4.8 4 5.5 4
Ha 13 4.8 S & 5.8
fcpld 14 & s ? 7
20 8 10 8 & &, N
21 13 18 11 a1z @,ﬁg‘,’
28 14 23 18 18 §
$8
R 20 5.5 24 12,8 14 -
o e
o) 50 4 58.5 52,5 53
Lw, 104 S 2 ‘&’g:“
N )
7 Ss
&~



A "Blanco’ promedio.

anti bi_o‘t.i 'cos: -

RELm a8

T 3% c
F < F
T 95w [ =]
l--'r oK < Fe
REw AR ‘ 51,5 - F < F
= =. 0.64 T. 5% <
TR g e L

B) Entre las diferentes concentraciones de antibidticos:

REuGBC 14 c

= = 0Q.175 F.-r 954 ? ]
LR 80
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e ‘= 0,068 S T ssk

- 'CONC. DE ESTREPTOMICINA Cmeg nld
A B c » E
BLANCO 0.5 1.0 20 5,0
18.7 11.0 5.5 B a
Hy 24,2 12.5 7.8 © 4.5
{cpl 27 2z 11 B 8
37 23 16 13 12
14 25 20 18 13
47.6 35 22 18 19
R ze. 2 24 16.5 12.5 15
Lu | 1e8.5 128.5 8z 66 60.5
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A>  Blarnco.

ant.i'lﬁi_c’a.ti:c'os. ;

RE#u 4B

118.5 - ,
= — = =120 T Lend e

TR ) @89 : : '
RLH AD 132.8 o s
= - = 1.36 T. 954 ]

TR e6. 9 :
"RELHM AE 137.85" . <P
= = 1.41. - T wm c

ER 96. 9 '

" B) Entre las diferentes coﬁeent.i-;aéi'éh'és”’aé‘féh’ii"bi’¢éi'éés"?

REwu BC

LR 96. 4



62.5
To= = 0.84 IR TR L S
DR 96,8 IR -

= ———= 0,70, L L T e
D ER 95,8 : : o
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