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RESUMEN 

El almncen~mi.ento de ·la ·l_eche por períodos la,roo5 a .t'~mperatt..~r<.'I!! 

de f'"efrigeraclón, C<"l15Cill problPmáa de calidttd en la industria 

l ~tea• debido al cred mi en to y actividad metabólica de 

rnj.croor'"oaní 9m05 psi crotrbf i co5 presente~ n~turalmente en la 

leche. Si bien e9tos microorganismos son ·destruí dos por los 

trate.mi entes t'rmicos. producen enzimas termoestables, 

la~ cueo.les deterioran a la leche pa.steurizada impartiéndole 

sabores desaQradables. 

EslL•dios rei"'llizado!l utilizando el si~lemr.i LP han demostrif\do su 

ef.ic.;.cia p.;1ira retardar el deterioro de:: la leche, encontrbndose 

Ql.U!• el s15temo fuertemente bactericida para e~pecieo de 

P~eudomonas y atril• b.¡,cteri a• psi crotr.6fi cas con actividad 

proteolítica y lipolítica, presentes en la flora natural de la 

leche:. 

Esta investigacion forma perte del proyecto Lactoperoxidasa, 

propuesto por el M.C. Hugo S. Garcia Galindo y efectuado en el 

Inetituto Tecnoló9ico de VeraFruz, donde ~e han realizado 

e5tudi os acti vendo el 5i stema. en 1 eche cruda, almacene1da 

temperatura ~mbiente y de refrig~raciOn,así como producto~ 

1.~~teos tal e!S como queso y creme. Consi derc!'lndo 1 tl!S eHperienci a5 

8nteriares e5te trabajo tiene como objetivos ob5ervar la accitrt 

de 18 re8ctivacitri del si~tema LP 

p~icrotrbfico!S y enzimáticas durante el 

alm~c~namiento de la leche crudfl, así como evaluar el efecto de 

utilizar ~~ta eon ll:'I l!labor~ción di!) YOQurt, olt5ervi'lndo lt!! 
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INTRonucc10N 

La l ~che· e5 · un buen medí o de' .. cultivo para numero~o~ oc!'rmen~s 

debido a 5U composiciOn qu{m.iéa Y. a su pH de ~proHim,.-,damente 6.5. 

Esto permite el de~arrci~lo de' bacterias así como de lev~dura• y 

moho!:!. A cc.usi' de esto, co~~tituye un producto muy perecedero, 

que a su vez( pt.•ede ser el vehículo de q~r'"mene5 p~t6Qenos par~ el 

hombre. 

La leche crudtt contiene una Qrt\n variede.d e.Je microorQEini!>mos, 

que están en funcibi del estl'ldo saniti'lrio de los animales de 

donde proviene, ~!>Í como de los cuidados t~cnicos e hioiénicos 

dur-iAnte el order:o, limpieza de los recipientes, etc. 

Hoy en df,., la refrigeracibn es un mtstodo casi qe:meralizio.do para 

el almC1Cenamiento de leche cruda, ya aue elimina los nroblem"-t5 

tródicionalee de cont~mini'lción. reduce el crecimiento bacterjano 

y otras alteracione!! por reacciones ou!micas. Sin embaroo. la 

conserv.eicitn de lecht!' en.ida ~ temperaturas inferiores ~ 10 •e y 

m~e concretamente lil'ls comprendidas entre 4 ºe y '5 •c. permiten el 

desarrollo de bacteriae p9icrotrbficas. Estas incluyen especies 

lipol{ticas y proteol!ticas, productoras de enzimas termoestables 

las cuales atac&n a los lÍpidos y proteínas contenidas en la 

leche, c&usando efectos indeseables sobre la c~lidad auÍ~ica, 

microbiolóqica y 1:5ensor·ial, tales como alteraciones en el sabor, 

problemas de e5tabilidad y perdidas en la produccitin de deriv~do9 

<9, 11, 20, 53). 



En produc:to::t f ttrmenL • .-do'5 como quet\o 1 yoQurt y butt~rmi 1 k qL1e 

poeeen 5Ahor~~ muy defínidooa, 1 a pre5enci e. d!!' bacterias 

peicrotrbfica~ p1..1ede inte-rferir en el tiempo de ferment,:,ción peora 

alcanzar la acide~ requerid~ µer~ cada producto, a~( como inducir 

l i Qero~ cambi O!!I ~n el !U•bo,. d!!' 105 mi 5mos (9)·. 



•l 

O P J E T 1 V O S 

1. Evaluar el efecto de las reactivaciones peribdicas del 

sistema LP ~obre el crecimiento de la flor4 p5icrotrbfica natural 

de la leche cruda y "u producci t:n de enz i milis deter· i ora ti vas 

y proteasasl bajo condiciones de almdcenamiento 

proJonQ¿i1do refriqer~ci dn. 

2. EStabl ~c~r· el ef~cto de la ciicti vi dad proteo-l i pol Í ti c ... y la 

- r1cidez de la lech~ LP-activa: !!Sobre la fermentaciCJn li'\ctica y la 

produccit:n de s~bores e~tr~ños del yogurt derivado. 
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CAPITULO ! . 

REVI SION BIBL!OGRAF !CA. 

l. - LECHE. 

1.1 .. Definici dn. 

La leche- es el producto de secresión de la• olandul• mi'maria de 

las hembras 'de Jos mamíferos, destinada a ia alim~ntacit:n de la• 

Oe-!!ide el_. p~~~to dP ~ista f(aico,· ll'll\leche constituye un s.istema 

c'?"'P~ ~J_o_~ :: - -~'.·-·:;/~; ·--~ ... -

Agua· e~~·~1·\~~~~~~~~f~ ~~~s import~nte 1 siendo 
. ::_,_~ <"!}~ ::'0. :t:_¿~~~ :;::.~ 

"el :nie~i o ~der ,_.- ~;~~t.';t ';~.;_:_~ ;":._:__:/~- ·· 

~us~a~!=Í.P5_- en sol uci on :~~~/d~~~¡'~~:}~~~~~t;~~'}¿ --p~~so··, 
ioni~-able~ y- no :Í~n·¡~abT~~.-->' '·::~,7-- ·--~) -;:·': 

-.. -•. -.r.·, ·--~·:;~>·:'.{C···.· 

mol eCl.•l ar 1 

~ sustanc i aEven esti.db -dé-:; di !sP~::~i."~,:~ :-'.CO\~:~-d~'.[-~· 

- SU5-tancias -en estado d~~- ~-~-~,i~J·~-~·>j~~(S~_)_{~~ ::,'.;~;---· 

1.2. ComposiciOn~ 

ai;o. 

mane;~ géne.:ai~~J~ r~$h~:;{ é~~~ éompuesh por ac;¡ua. 

- p~~-t~(n~~;9=.;:;--: -~~-~'~-~.~s','~-.-~(·;rii'r:./~r'.,;i~S, ádc-mi!ls deo otra& ~L1&tanci as 

pre5e11tcs c:n ;:-~,~-~~~:,,~-~~~~~-~~o~,l"~11 e11o:i m0is, ~nti cuerpos, hormona&, 

vi tami ~~~;:ff: iº;h,f~\E~~;~;,• .;.;" ·. • · . 
• L;: J ;,;;;·,.'J~~fi'¡fn.,'c'''ii),:~;:~riid:~>d;-877. d., aQua. Dispersa en el 1 • •e 

encueñtra'-~.~;--1~·.~~ ';~~':;ri:~~-;. _:~;~ · forma de gltbulos, compue~ta 
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e~tt!role,. y vita1nina~ 11po~olubl~s A,O,E y K •. <47). 

Las caseÍni'l!!o rt=prl:'5t.mtEtn el BOZ de l•e proteínas de la leche de 

vacar el resto estib. consti t.ui do por beta-1 actoqlobul i na, 

alfa-lactoalbúmina y pequeñas cantíd~de!5 de t.m Qran nCimero de 

dl versa~ proteínas. (7) 

En la leche, los cbrb_ohi drato~ rep,-esente1do5, 

principalmerfl~ por l• lactotia, que se !Sintetiza en la Ql&ndt.1la 

mamaria. Es un-disac~ido de &abor r~l~tiv~ment~ poco azucarado, 

poco soluble, que paseé un grupo reductor. La liacto5a tiene un 
- . . .· ~ .. -. :,' " ·-~: - ·. 

papel -iinpOrtanl-f!. ~;, 105 protfucto"ct lácteos, ya que es el ~u~trato 

de"-f_erment~citncp-a-;-,. la~ b"'cteria~ láctiCC'I& que la hidroliZi'IO a 

Qh.1co!5~· y ·<iBl~.cto~a, trL"nsformando posteriormente esa5 he>:o~as en 

aC:{do ·1act:i"i:o. <7> 

Las sal~~ mineral~!.'t con!!.tituye-n el 11.. de la con1pos1ción de la 

leche de vot;a, .. 

Suelen est11.r pre-!!-entes con10 el oruro:s. fosft'lto!!I y citratos de 

calcio, maonesio, sodio y potasio, y p1..1eden encontrt1.r!loe tanto en 

estado col oi dQi) como en sohtci On. L11 presencia deo e!ilB!!i e.al e5 

cumple un papel fundamental en la conservacitn de la o~mololidad 

de La leche, ya que !SU presitrt osmótica debe mantener~e en 

e~lrecho equilibrio con la de la 5~ngre. 

L~ flora microbiana de la leche cruda consiste en lo9 orQani,mo!t 

Que pue-den ester pre!loenle-!!. en la ubrf'! y pi el de 1 ~ vac• o en l 05 

utensi 1 ios y 1 íneas 1 echera~. Esta• !Se encuentra delermi nodcr. por 
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1 .. temperaturd. ¡,, ha. sidO .. _.alnie1i_c:en.-tda · v el tiemDo 

trAn~c.ur:ri do·. d~s~~1c'7, :e.e -1· a:·:.~;~~-~~~~!~h,; , C~1A~~~:- 11!1 J eche e5 eñf ri ~da 
y afmacenad;.. .<?1. t.~mp~rat.ura·.~·m·e~-6~.- de?:. 4~~.' c .•. · .. : la baja_ fP.mperf'turn 

prev.eer~·.l" ~:11 tip~·:~:·~~~~~;~:~ ·~~~~~-t·2?~-.~~~ p~r "un mínimo -de ·24 horC\s y 

la micrdflora s;;~.!l ~~-mi\~:~- ~-,~~1~·::~-niCÍ.at .. 

La cuenla· sthidar:. p
0

li_~de ·;~-~=~---- ú.-fl ri'lngo dP: menos de ·l ,000 ·ufc/ml 

dondt;:la con·buninaci_~- ~~:~-~-~-~~ ltt producción e~ míni_mc!'I, ht'll!!ta 

:: .-_. __ ,, .:.::_·,- -- - . " _: . . 

100,ooi..1 ~fc/~l,_~:~·o"n::~~-idenct'as-de !!Serias: ~ ... 11as'"~n· 1~ ·hiaiene de 

la p'r:Oduc'ciÓn, :";i.ent;.a!, 'Q\.1e cuen.ta~ con!Si 5·tenfé.riientf!.. menore5 de 

1.o·,·000.; ~;~:~' /~:~2.~ ,.~·;:~-e~:~~ bdena~, prkt i-c~~-: .. ·~·i=o~/~~-i ~·~;-. 

~;~-~~~·:.\~~,~~:~-~Y~-~-~~·~-: ~I:·;_ G~~m-. ~~) +;·;. -~~~- ·~~~á~~·J: 1 eVlldura-s, mohos 

b'clcte·;;·i a-~7 :G.~~'!'·-.i·:~-~i.7> .PÚ·~~~n ).:~er-~i-~~~d~¡~;~,~-·;;~:}.~ ·ju·~t·~·-,·~on bacteria~ 
\;"~-- _ -'.r: .. _ .-. .. _. --: __ . ;_-<. _. ·. .·:'.~:_:· -~--~~'~:~L,;,:,.:,_ __ '.=_=L'-, '_,-. __ _ 

y 

~~-i-_dofi ·-~-~J,~.~a·? .. :~--~:~X:_~.:~f~~~I±~~~~~:~~:~-~~'!~-~Ji~-~:iZ:'.~=~:~~;~:~~t~~:!~. ~e?.~ ó ~-~"-~, ~ m~.~ 
~-~~Sibl'e.-~~.'~1(c;·a1 Qi;\:_·q-~l~\i'é;s G '<~-) '~.:~f~~~::~rr;a~; f ~-~'i\m:~Bt·~ ·:·~·~·~~;L;i d·ó_s .· 

· ~~1ran{e. -~-~'· -P-~:~:~é-~~;:~i·i~.-:~:i·¡.~ .. /:'\· \.:·... :;''·.: .: .. . /·>:-:· 
": {i'i~'24) }~ "J<J\· . ¡~':.; . 

- --·:_-·,-! .·;.:~-;:· :,:~};::~:-'.;:» ,:'·.-·"·-'·'' '-:,_¡\'. .. ,-,._., ,_ ... ,,~· 

',\,, _::-~->~ -:,'.~_i--~ -;'./~::-"·: ->:-/ 
1,3.'~; ~i~~~~~~~ii~m;,'5 p~i~~~'trbf~co~ 6 é~) Y 6 e-), 

El. térm·[~·~ '.;,p-~¡~·~~t'~bf·i··~·~ .:~~, ;.-~·f i ~~~· ~~-:1 ·o·~.;'_~i ,c·~,~orgarli. ~me!!!. capace~ 
:~:;.o. .. 

de cr-ece~:-;;~ 'a:_~_Cmii~~~t:~:~a~:"~- d~~. 7• _.C,.p·· inferiores, sin tener 

cuentes· Ja. :'..tem~~r--~:l~tra' :_epti.~a de cr_eci mi en to. E~te o6nero incl Ltye 

bi:!lcler::-i¿..s:,.''tev~dur<!\~ .y.mohos~ Pueden "'er bticilo~ l"raos o cor los, 

-cocos'~-o'vibrici5-(0tlC:tC.i-i!ii~.'-~-G- -~T ... (0 _G---,_,-,- formi!ldora~ de espor"as 

o nó ~o~,~~dor~s de esporasf aerobio~, ~erobJos f~c:ult~tivo~ o 

an-,..e,.obio'.ii. <12) 
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Investioacione5 anteriores han reportado que los microorganism05 

que dl'ñan 1 o!!li l echt:" A t'"'°n1per1otura~ 1 i gercimente su peri orE"!!- .., l a!I de 

congelacib-i 500 predomin~ntemente G <->, no formadore!I de esporas 

y bacilo~ cat~la~a positivos. El género Pseudomona!I es el m~ 

t!'ncontrado <11>, de hecho forma el lO'l. de ·la ~lora G<->. P!I. 

fluoreacen~ es la e~pecíe predomjn~nte. 

Otro!'ls inclu)Íen Ps. putída, Ps. fr~oi y P&. aeru9inosa, siendo 

tambien de importol'lncio lo5 géneros Alcalioenes, Achromobacter, 

Aeromonas y Fliavob•ctt!'rium (13). 

La contaminaciOn con eetos microor9anisn1os ~e debe principalmente 

al equipo y al ~uministro de agua de la planta procesadora. Son 

de importl\ncia debido a su ré\pido mullipliciociOn a temperatura5 

de r~frioeracitn, así como por !SU capi'cideod de producir enzimc:i9 

proteolíticas y lipolftic~:s que soport~n lo~ trat~mientos 

térmico5 y que pueden deteriorar 105 producto~ dl!!rivados de la 

leche <12,13>. 

E9pecie~ pertenecientes $la familia Enterobacterieceae,tale5o 

como Enterobacter y Klebsiella, 500 frecuentemente ai5lndo!'s de 

) eche cruda refrioerada. Estas especie&, colectivamente 11 am~d•& 

coliformes, son bacteria5 G (-), anaerobias facultativas. 

Bacterias 6 (+) han ~ido ~i9l8da5 d~ la lech~ crudaJ 5jn emb~r90, 

solo ~e pren~ntan en •u 
crecimiento c.:. m~a lento en comparación con lllgunos bacilo5o Gf-). 

Sin embaroo, la pr~9encia de bacteria5 G (+) ha tom4do mayor 

iinpor-tttncia en lt:-c.l1e pa5teurizada y productos derivados,debido a 

Que eilQunas de el 1 a!S puedr!!n formar espora5. Esto oc•~dona quP. 



pued~n sobrevivir a los tratamientos t~rmicos efectuados a 105 

productos y que hC'tyan 5irJo liQo?ldi'19 con !!ILI posible det@rioro. 

en Producto., deriv•do'!!t, dt:op~nde de alQuna!! var.iables como el tipo 

Y nürnero d~ c~lulae. ""ª{ como de la temperatur"'ir. de t'llmacf!'namiento 

(121. 

t".'3.2 Efecto di!' lt.. pr.e~enciiS de psicrótroficos en a) c.alido?id 

de )O!!I ProductÓ~'l~teos. 

Los rnicrooroani ~mo5 psi cr~t,.-t>fi:~O~;> ~Dn ~:~Pf::>r:-tan~e~ en __ la leche 
. " - -'~ ·.:: - : :.:~::: ., '" 

po,...que CiCllLISc\O d~scomposicibn por-\ al ter8Ci ~h'es 'bi oqÜ{nli_Cae d!!> ) 0!!1 

?-"-t=A- -·~ 
consti-tuyentes -de l A lech~~~·: --~~~~:.~:~ --~;,;[/ _ ~~~~.r . 

"'-- ,- \~:.o:;: -..,_,;. ;, 

Fermentac1 ón de Ql UC05~ Y:-.ptr_~~- -~~-~,~~~-e~- 'Con libe.ración de a e ido 

o k:ido v geos ha _sido_ob-~~r:~~lJa 'Por:-~. 'e1 crecimiento de algunos 

microorganismos psic:rotrbf.ícos';- ·sorl · ca-Pe1é:e5 de df!'scomponer urea. 

redl•cir nitrato a nitrito e h1droliz.er protefnas y lÍpidos a 

lemper·oAtua~ d~ O .. Ce- inferiore!lo. En qeneral, la:s bacterias 

Psicrotrbfic~s presentan todae 1 ~~ &clivid~des bioqu[mica5 

evidentes a altas temperaturas, pero ~st.;ris reacciones ocurren en 

rc'noo~ de tefTlper~_tu,-1!1~ tan bajos como O .. c. 

El m.;.nteni rn1 t-:nto di!' l E' cilll i dad de ] .• 1 eche y productos l acteois 

CL1CAndo 5on con~u·rvados a. temperatu,-as inferio,-es a 7• C, tiene 

como ie) desarrollo de bacteriaa. 

psicrotrbficcris. Ligeroa cambio!! bioquimico!l ocurren 

fe.'!!le·de crecimiento, teniendo como rr.sultado una di!tminucitn 

la. frescura o un ousto i!t "pasado". Conforme el •1 macen ami en to 
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5~ prolonQa., comienzan a. aptu··ecer una '_varl"@dad de de-Fecto:s. El 

de!larrollo de .eesto!t sabores so!", U8Ut'llmente. resultado de 1• 

actividad proteOl Ítica y/o lipoi.ltica· de los microoroani:smos 

p~icrotróficos ~16). En r~friQ~ración, .el deterioro cauaado 

p~r bacteria9 p5icrotrbficas normalmente comi~nza a ..... evidente 

a pe1rti'r del tel'""cer o cuarto dfa de almacenamiento. A teomperatura 

constante, la rapide~ QUt!' t!'l dett!'rioro sucede depende 

principelmente del~ cuenta inicial de microorg~ni5m05 pre9ent~,, 

Ja velocidad de crecimiento a dich~ temperatura y la capacidad 

pltra producir defectos en la calidad sensorial <21). 

Lo5 efectos no_ ocurren sol ftment~ en la ) eche crudr.. f.<lumero5os 

estudios· se han hecho !IObre el efecto de estc1s microorqani5mo!!! 

Sobre producto!I deri vado!i de la leche CS2, 53>. Cousi n y 11arlh 

encontraron alQL1na5 diferenci¿i¡e al producir que!io tipo Cheddar' 

con leche!i con y !iin c,-ecimiento de psicrotróficos• el porcentaje 

de ni trtgeno no proteico y ni tróQenD no c,:.se{ni co aumentó 50bre 

la leche control cut1ndo la leche fue mantenida a 4.4 C por 7 

diasf el tiempo de elabor~ción fu~ inferior y un corte mae firme 

resul tb cuando el queso fu~ el l'!borado, con 1 a 1 eche cultiva da con 

bactt!ria.'1 psic.·otrbHci'la en contraste con léo leche control (9). 

El crecimiento eHcesivo de psicrotrbficos crema crudia, dá 

como reeul b11.do de-fectos en el sabor tanto de la crema como d~ l• 

mantequi 11 a t!>l C1boreda con ésta. Se ha ob!Ser-vado t&mbi ~n que- l •s 
bacteriL'5 p~icrotr0fica5 originan L•na contaminc.ción posterior tril 

trat~miento térmico al almacenar en refriqeraciOn doble cram• 

pasteurizada. Sin embar-oo los dato~ sobre ~5to non e~ca~os (36). 
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L. 3.3. Ena:imd.5 por mi croorol'lni ~mas 

psicrotrófico5. 

': :."" .. '_. , ·-·~·· ... -: >~·. -, ·.· 
durante !SU desarrott'o en· la lech~ .. L~: ac_~i __ ~(~~-d·_de ·.· .·e9~a.s enzimas 

!"le sabe que prevalece de~put's de·¡ a pa~t.'~¿~.Í~:~~-i Ó~:-· e·- i Ócl uso de 
\;·_. --~;}", 

resUl t.¿\do; ~-- sabcires·.; "i ~~es·~-abl.e:1 

presen~c.n en~ l l'I leche y productos; .dif.-i- Vá~~~::;~- _ .... ·:;>: .. ,-··:·.~:, ~ 
tro!\tami en tos UHT. Como .... 

Lt's proteina~ y lipidos, princioal~~nt~·-_f: 'triolict'ridos, son 

por hi dr_'ol !!'.!Ífl!¡~- ej;~{;a·~;·i··~'i:~>es.. Cuando 

cu~..-p~" Ü~Htúf.-a _y, ;:;~~cf-~'.~:~-e~~ci 
i ni ci al mente degradados 

el sabor, en la 
,-~_.·:·"~:_:·~:-i'.- 'o:-~:-

elabor·aciOn de queso pueden :'~or-:r1~ 

~-~~e_ndi e~do del producto. 

En el caso de los carbohidratos; p·,;-i·~Ci~;}eñ-,{~' lá l!'!ctosa, ocurre 

unto degradacibl intraceiUlar_,·· .. -med
0

{a~fe'·-.·~nei 5erie- de reacciones. 

Qt.•t:" prodt.tctm como re~ultado &:id~. pirUvico y écido lc\ctico (J2l. 

- GLLICOSIDASAS -. 

L!!~ 9) ucosi dasas prodtíci dtr1s por btr1cteri -=-s p!)i crotrOfi cas, 5on de 

importancia potencial en le vida medi~ y procesos de maduracibl 

de los productos ll!.cteo!h 

Estas ~n~imas catalizan la hidrblisis de enlece5 alicosidicos 

simples, olioosac~idos y polisacAridos, asi como tambien, atacan 

en carbohidrato~ complejo~ tales como las olicoproteinas de la 

membr~na del Qlóbulo de ora8a de l~ lect1~ y de la caseina. 

Cu.;1;ndo ll's enzimfll'!S otuc::osidesa!!I liberan, por efecto de la 

hidrólisis, loa azdcares de la capa e~tern~ del glóbulo de qrasa, 

se eJjmina el efecto e~t~rico y la ~iouiente cape de proteina5, 
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l{pidos y fo5foJ{pidos 9e vuelve m~s acce&ible a la ~ccidn de 

otras hidrold5P~ como proteasas, lipasas y fosfolipasas. Como 

gl tt>1..1l o puede.n J iberc.daa, lo cu~l puede conducir • qrandes 

d~sventeJas como una r:.Pid'"' lipóliEia de l~ 1eche o crem~. 

- PROTEASAS :-

Al teri\ci ones l • c~J i dtl"ld de la l !!>c:he son debida!!> tambi en a 

cambios prod1..1c.idos en eu composiciOn proteínica. La liberacidn de 

compuestos nitrooenados y la deQradaci!rl de frAccion~a d~ 

proteína individual, h4n !Sido ob&ervados como res1..1ltado de la 

proteóli~i5 de microorganismo5 psicrotróficos, princip6lmente del 

oénero Pseudomonas <11,12,16,29). 

Medi e.nte el ectr-ofcresi s 5e hl'I obserVC'ldO Qt.le beta y al fa ca5e1 nas 

son atacadas preferentemente por la!5 nroteasas de psicrotrbfico~J 

5in emb~rgo e5te ataque es eelectivo perft cada b~cteria ~studiada 

C12>. 

A su ve::i:: • al gl•no9 trab¿.ijos han demostrado que 10!!5 protef nas del 

no son degradas por lae proteasas de microoroanismos 

p!5icrotrófico5 (16>. 

La importanci;;. de t!'Bta5 enzimt1e !U? deb~ principelmente a Bll 

resistencia al c~lor. 

- FOFOLJ PASAS -

Anteriorm~nte, la de la l~che atribuí• 

eHclusivamente las actividades Olicolftica, proteol/tica Y 
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)jpol/tica de los rnicroor9anismos p9icrotr0fico•1 sin embar~o, 

estudios recientes han sugerido QLle l~s fosfolipasa:s pueden !!!er 

importantes tambien el dt!ter i oro de la leche { 12). 

Fo" y col. ~i sl aron ~8 m1 crooroani smos prodl1ctoreli de foafol ipi'ea 

en la leche homo9eneiz""d.111, fresca y deteriorada. La mayoría er~n 

especies de Pseudomona5, especialmente P. 

importl'ncia :fundamental de las fo~folipasas en l.?li leche se debe • 

qu~ degradan la membrana del olt:bulo de Qrasa y esto favorece la 

accitri de l.111s lipasas. i\umentando EH!!Jf el problemti1 de la rancidez 

1.4. Sietem"s Anlimicrobianos t.,atura)e!S de da Leche. 

El efecto antibacteri~l propio de la leche de vaca es conocido 

desde hace tiempo y h~ sido mencionado en vario~ eetudios como de 

Qr~n importanc1a en el mantenimiento de la calidad de la leche. 

debido Ja falta de conocimiento ~obre la 

nl!'turalez:a de los ft!\c:tores invol L•crados, el estudio de 

esta propiedad 9e hdbia dejado abendonbdO. 

En la ac:tu~lidad son ya reconocid~s los sistemas antibacterianos 

de la leche de vaco <26,30,40>. 

Reiter, en 1978, hizo una revisiQi de todos ellos y los dividid 

en do!!I 9ruposi 

- de i nhí bici On e~pecí fi cB.• entre 1 os que ~e l!"ncuentran 1 "-"& 

inmunoglobu.line:s. faoocitos como los leucocito11 

polímorfonuc)f!'ares y mciii:rófl'r.QO!!. 

- de inhibicibn no espl!"c:Ífica como lisoiim~, lactoferrina y la 

enzima lactoperoHidasa C34). 



2. SISTENA,LACTOPEROXIDASA. 

2. 1 • ' ,_ Ant ec~'dent ~~. 

14 

_':-.ª ·_~c~i ~Í:~~~-~~"~~·i_Í;J .. cteri .;.ina de 1 B· Perolffd•5a en 1 • l e-c:hf!> ha &ido 

l::onoc'(da·: .. -desde ·." hác:e "vdrio5 años. Han sen 5UQÍ ,-j 6 que ~u acci dn 
'~-, 

~~ta ¡.-,;¡ aci orl"d~ las enzimas o~idantes. E5to fu~ 

confirma-do hastA 1958, cuando Wright &: Tramer, relacionaron la 

inhibición dé alounas cep•• de Streptococos lActicos con la 

presenci~ de lactoperoHida5a en la leche. 

En 19~9, Portmann y Auclair identificaron a la lactoperoHidasa 

con l~ Lactenina 2, cuyo efecto inhibidor sobre ciertas bacteriaB 

acidoláctic~s er~ conocido. 

Sin embaroo~ l& l~ctoperoHidaaa no ten{~ efecto bactericida por 

sf misma, de acuerdo a la evidencia de los tr~bajos de Jaoo y 

Morri5on (J960). Dichos autores demo5traron que la presencia dP. 

per~Jdo de hidrOoeno ~r-a indispensable par• obtenP-r un efecto 

inhibitorio del crecimiento bacteriano. 

Trabajo5 posteriore& permitieron distinguir al ión tiocianato 

como el s1.15trato OHideble y tercer factor del sistema. <26). 

2.2 Componente5 del Si~temA LactoperoHida5a. 

2.2.1. LactoperoHida5a. 

Lo." lactopero>1idasa es l• enzima más Eibundeinte en la leche de 

vaca. Represent4 el l 4 del contenido total de prot~ín~s de 

5Uero. t~ormal mE.-nte ¡,. 1 eche de bovino con ti e-ne aproH. 30 mn/ml de 

esta enzi mo. 

L~~ per0Hid~9as 50n definida, como enzimas cuya función primaria 



15 

es la de cat~li:rf'r reaccione~ en ·1as Que ~l perb>cido,de-hidrdaeno 
.' ' , __ ,_ --' 

~cepto,.. de 'atorn6:t -~é hi .. ~'.Óq-~~º• .'._ C:-1.--'.~: ~ ~ .!lu vr.z _~o~ 

cedidos por otro compueost¿ ~Sl;bst.~·af~i;· Se h~ ~~~-~-~~~,ad0. Que la!5 
.:_:,1;·:· (;i: ·,.·_:_:_'. ;.·<·,; .. ·: ' 

pero>eida5as de l"'s glc\ndl~~~~ m~~·~,~Y~\' S~ti~;.~~i~~" y·~t~cirim~l 5on 
-~;.;,, .. '.,~, ·\.~~-~- ~.-::;o ": .. "::- :'- > _·.,. 

j nmuool Oqi ca y Qt•i B1i e amente. s~i~~i i~~~~:;:~,~--~;~~;;'/ ;~~;-z;--- ;::1:~;~., '.'..~.\>·_,"· · -
A Ja peroH ida5a d!; 1 a lec~f!. _s.t;'j·énh·~'-'.'d"ádri--r~i:::lO:Oirlb~-e -~t-~:i-vr~; de 

_;»:, ·<-):'~ 'J.'3:;:.' .~;;, .;;:~-- ;t,,-S:-· .. 

) actoperOH j d~!5a y ,,debí do.;·f!/' i~··?~i mfij f~:~:-~§,,_~;~}i;_~-5- p~~Ó1ii ~-Col~~ :~!'tal Í ~a} 

'.::::::::::::~;'.t~}~il~ltl~f J~~;i;,~2:,::. 
de 82 _ f)(l~-,~ Con.t{er1,e!' -~~:·i 5-~·:¿gX ~~~¡"¡;·; iJ'fi;_:¡;~~.~~-, '~~·~<-~~;?~~-~Q~i~:-~·~?}, 1' er_ro •. ~Se 
·c~·~:a-·c'te;i·--~--~~~-~~~-;~---:;J~~~~.,Y~º¡!{;r:;:zg~!';'.\fb:~~~~,i~~~~~~~~;j~ su actividad 

o;-,:~~' - -::< ;~ -,;~;,-, :· -:.-'_;é.-j·; '- ;'i"• - ,-•, •'. - •· '- · · -

::a~·;::onaJt~~~~E;ª)~~~~,~~~;;:;~)::j:~:·> ¡~:ro·,· P::c::::::::o: 
· eo·.c ?'!r~~::~~fs·~~g~;~'.:}~:fa< ·,··.···· 
La_·,á~Ú v_i,dk~--) ;~;~~~P:~;-.:;;~x~d~-;:~- e5' encontrada en todas l c.s 1 t'?Che'3 de 

V.otCi'I, ~~-rO·~-.:_;,t;~;;~:~:2:~~-t:~:~'i-~:~·<;-, ~-~r:i a·: debido' o!\ vari 05 factores' tale~ 
·,e~\; _,,, s,:¿··· 

com~~ ~~-~-ª-~E~~~~~~; ·::~"~~~:C.9.".d~ ._l acla~·j rin, ttl i mentaci ón. con di ci one~ 
de --~~iSd·~ --~·~¿~i-~~-;·· 

· 2. 2~ 2.-- ~Ti ocj c-oinato. 

El i °'1 t. i. oÍ:í an.:ot"o eser.,¡-} _'3f!o enClt!!>nt.ra ampl i limen te difundido en 

tejido _y S"cresi.one~ ·ani_fl)el·~s~ La concentraciOn en fluido~ 

hvmi'no9 '!\e encuentra en el Cuadro 2, el cual ft.1~ elaborado con 

d~to~ de diferente~ inve5tioadore9, recopil~do~ por fieiter. 

AunQL'e no se dan detalle9 sobre esto~ valores, es e..,.idente que 
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CUADRO 21 CONCENTRACION DE TIOCIANi\TO EN Fluidos HUMANOS. 

(vl'll ores e>1pres.:.do~ en ppm dP. SCfJ-) 

-FLUIDO NO FUMADORES FUMADORES - -

Pli>!!!>ffla 1.9 b.7 

Salive. adultos 53 lól 

infiante!I 17 

Orine 15 31 

Juoo Q~~trico 23 64 
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dJchas concentrt1.ci on~ .. s e~tltn ,., dP.t@rmi n.;.das por 

individUo -~s{·-como-:h~rlo9:\-~1e'~·.camo el fumar. 

la dieta del 

___ , .. -· .. ___ -,.--: 

El scÑ- eS'_ma.Yó~me-nt~:: e·"c:et.ado_ por vla 

fut-ñte~·--. ai~ ~~~:~~.-~-~,,~-~;;: -~:--~~j:~cipalmente 
•' ·º:·~'.- _ •. ,-,_, 

urinari•~ dos 

pl'lra inoerirlo1 loe 

o i ucos.i Biiol ató;5-.· '~_::-;: '- ·1'~~ '. ol u~·~i do5 cic.noo~nicos. Veoetc.lee 

perteneCÍ e-~-~~-~.f;~·-i· .~'.~:~e_;'.~'- B~'assi ca tales como col , col i f 1 or y nabo 

son par~··¡·~~,..'~:~_~n~~ ricos en gluco!ü~nolllitos, los cuillea por 

hidr'ói i-~'{5·_·,.~-i"b~-~~n --SCN- y otros productos de reacción. 

Los c;rluc~idos CianoQ~nicos 5e encuentran t!'n el ml!.iz., yuca. m1Jo., 

~aña_ de_ az::_b:ar, chfch""ros, frijol es y en l a5 eemi l J i11e de ve.ri l'l9 

fruta5. Cuando ~sto5 son hidrolizado5. liberan cianuro que a su 

'r~~c~iona con tiosulfato (producto .del met~bolismo de los 

C'lmino aic:idoS nulflarados) 5iendo deto~ificado por su conve,.sidn a 

SCN-. Esta reaccit:n es c~talizadC'I por la enzima rodenasa Que 

encuentra en el riñtn y en el hÍQado. El tioci~nC'lto llega i'I la 

leche por medio de la sanQre donde su concentracito es 10 veces 

mayor. La leche de los bovinos contiene de l a 10 ppm de SCN-

(26. 42>. 

2.2.3. PerOtido de hidróoeno. 

E!Ste compueato no se encuentro normalmente en l& leche, o ai 

e!StA, no cantidades fácilmente medibleB. Reiter en 1976, 

repol"'"ta concentraciones muy baJi'ls entre 2-4 microg/ml, siendo 

estas c~ntidade5 insuficientes para }6 activación del aiatema. 

Una posible fu~nte de H,q en la leche, puede ser debida a Ja 

actividad metabOlica de bacterias ácido láctica&, que pueden 
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como 

el 

Sl 

via 

El 

de su~·· ~~e5: c~~~·on~~te~-. La enzima l 

desarrOllo de su LO.c:tivid~d. 

Bjorch report"' como concentr~ción nece5aria de f.:_.2_ mq/l, --mucho 

menos de lo normalmente presente en la ·teche. Los factores 

limitante~ son. por tanto, las concentraciones de tiocianato y de 

per6"ido de hidróoeno .. E~tlldios realiz~dos por Bjork y Reiter, 

demuestréc'ln que el efecto anti bacteri al del sistema 

proporcional a ) O Conceintraci Ón del SCl.,j- y que el m#.i.M i mO efecto 

es obtenido en _concentraciones equí,moll'res de SCN- y ~ q . El 

efecto se logra con 10-J S ppm CO. 20-0. 25 mM>, seoui do por 1 a. 

adi c;:ión deo una Cl!lnfi dad equi molecular de H:rO ~ (8. 9 ppm). 

Los -~ni~-~~--~~~~-·~ d~:~sc·~::_: mencionados ~e encuentran dentro 
'-'.~·o: -=' ..o~--=:~.,;;-~.· 

' . -<:,· 

·álr:t\;..2:ad6'~ ~:· .. ~: ·_m¿.~n_t~~i-dos con una. adecuC'da .-..J iment:1tciOn de la~ 

El Per~Hido de h~dróoeno d~be !Ser ~umini!Strado en for·mi'I eHdoena, 



... 
por.métodos.como• 

- i·a··i'ldiciÓ-;, ciiº,.:'ecta de solucione~ diluidc"ls d~ H 2 0z. 

- la- adicibn directa de peróHidog sólidos t~lea como 

percarbon~to!. ~al.calinas, perOttidos d~ carbi'lmida 1 los cual ea 
~ - ':.: 

1 i beran _ f-f,~· al contacto con el AQUa <26> 

- por ~{a cnzim~Uca, por medio de lill r;ilucoaa D"fidasa (3), li'I 
, 

OMidacitn ~e hipoHantina por l~ Hantini'I oMjdaeA. 

- otras luentes de H.30~ son la 0>1ideci6n d• ~cido aecórbico, 

oHidacidn de nucleótidos de píridinft reducidos C25>. 

sido probados medi~nte eHperimentos de 

ll'lboratorio y ha sido demostr~da su Ci'lpacídad para activar el 

sistema LP, produciendo un considerable efecto bactericida en la 

leche y medios semisint~ticos C26>. 

2.4 Interferencias •• 

Al Qvnas suetanci tri!i pres~nt es la leche, pu~den ocasionar 

interTerencias en el ~istema. Ejemplo de estas son• 

catala:s.?I - ciqente5 reductorea 

Concentriaci on~"' e-levada!! de H~D, (300-800 ppin}, t nl'lcti van a l• 

J triCtoperow i di"ISCll • J OQr~doeie eTecto 

unic~mente a la capacidad OHÍdAnte de ~q (1,2>. 

2.4.2. Catal~s~. 

La enzim~ c""t""Jaaa compite con loé' lactoperowida~a por el H>O... Y 
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puede rll!'ducir· ei··- efl:!clo 1.nti bl!lcteri ano del si 1Ste111a LP., cu,..ndo Ja 

eniin:ia s~_ ef~cu.entra a bajas concet;itraciones (25>. 

A-nivelea fisiolOoicos normales de lactoperoHidaea y catal111a~ 

Ja. lec:he, no 51!!. h.a obst!'rvado interferencia. Se ha sugerido que la 

l~ctoperoHid,..sa tiene ml!lyor afinidad po,. el H~~ que la c•tal1111u1i, 

efectivo contra las 

bacterias catal~s• positivas <26). 

2.4.3. Aoentes reductores. 

Compue5toe como ci~teína y Qlutation 5on_:coOocidoa como agentes 

que hacen reversible la actívidad antibacterial del sistema LP. 

Esto implica que el ~istema no es efectivo en mediog con altas 

concentraciones de orupos sulfhidrilos libres. 

La lec.he contif'!'ne muy poco5 qn1poa !5L1lfhidrilos libres. Estos. se 

encuentr~n enmasc:l'rado5 principalmente en la beta-lactoolobulina 

y ~olo reEtccionan con 8Ubstancia~ oMidables en Ja leche tratada 

ter mi e: amente .. 

Esta interferencia no es de imporiancia para la leche!' cr-udia, por 

Jo que se le con5idera el medio mAs adecuado para la activacidn 

del sistema LP <2ó). 

2.5.. Mecanismo de Acción del Sistema ·LactoperoMidana .. 

Despu~e de:numerosoe estudio5 Para·· Ídeonti-f-1car l• naturaleza 
.... -,.,.; 

eil· r-ipotiocianfto <OSCN-> como ~1 

ei stema. Este es el m011yor producto 
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.intermedi~rio .de la OHÍdaciOn, el cual ha sido sintetizado 

qui.mica.men~e y hn mostrf'do efectos inhibitoriO'!!I en la producciOn 

de bc:ido de !!otreptococois y Vllril'ls em:imll!!l. Tha-as y Aune isu9ieren 

que este- compuesto es formado ftledíante las siouient.es rl"acciones1 

pero>eido!!isa 
H 2 o,;::-~. 2scr~- + 2H • ---------------)· 2H 20 + (SCl"l.r 

(5CN>, .+ H, O ---,---~~------->. HOSCN + H• + 5CN­

H05Cti ·-'--,-----.:.'---:----} .H • + OSCN-

Esti:<I~ ecüaci ones~- cscw, 

hipotioci eni to) (51 ) .• 

El oscr4- producido-- en e~tc' ·- re-ac.c:f~O-,-aC:tl.\a sobre las_ bacterias 

mddando .a las enz.iml'S que conten~an grupos 50lfihidrilos, dando 

como resultEldo unñ inmediata inhibición de la respireicion celular 

(26). 

Se ha observado tambien que la •membrana citopla~mL\tica de l~s 

bC1cteri f'5 eHpuestas al sistema LP es da1~aida estr-uctural mE"nte 

debido a Ja pl!!>r-dida de iones Jo~, amino '1c:ido5 y polipeptido~ 

dentro del medio. Por- con5iQuiente, el comsumo de 0'1ioeno, 

~intesi~ de pur-ina5, pir1midina5, amino ~cidos asi como tambien 

la sintesis d~ prolein~5, DNA y RNA inhibid~s. produciendo 

4i~almente lisis en la .. c~lula C42). 

Sin emharoo, el sistema no ejerce el mismo r-esultodo sobre todas 

la5 bacterias ya que dependiendo de cual se trate puede ocurrir 
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ltna inhibiciOn tt!mporal del crecimiento o bir~n, la_ mu1trte de la 

c~lula. El. modo de accibn del t'\Qe11te activo no hei &ido·e5tudiaidO 

eitX1 con detal) e par• cadt'I bitcteri a. 

Sin embaroo. se ha demostrado que en el ca50 de E. coli, el 

con5L1mO de 0 2 y el transporte activo de. gl UCO!!a y veiri os 

e1mino~idos. se detiene inmediatamente d~spué-s de •er eHpl.U~5tt'\ al 

sistema. La: muerte de oroanismo5 ocurre sin embargo 2 hora5 mit-s 

tarde (26). 

' -:;·: ;-.~, ·,, 
·stil +hidr-i-1os···1 os-'.oxi-da ·a Su~+eñ~f- tioci anató!!!o~ 

protei~a-SH + -<SCfU:: ---------> prCJteina-S-SCf4 + SCN + H'1'" 

proteina-SH + OSCf4- ----------> proteina-S-SCt-1 + SCN + OH-

Estos compuestos pueden sufrir modificaciones posteriores, 

incluyendo proce'!>o5 hidroreversibles para producir acido 

sul fé-ni ca. 

proteinoA-6-Sct..i + H 2 0 ----------> proteina-S-OH + SCr-1- + H"" 

En concentracion!."a PlP.vada!I d~ H::D:: y SCfJ-, leo porción carbdníca 

del ser.a- incorporada a otroa d~r1vado9. E~to indica una 

probable modificaciOn en lo!l i'mino¿t,,c:.fdos arom.o\tico~ de 1011 

residuos de proteinas Ctirosina,triptofano,hístíd1na). Estos 

cArr.bios !!oOn siQnific111tivos eri la. acción «intimicrobiana de lf'I 



de los orupos !lulfhídrilos "" 
bacteriae e~puesta!5 al !Sistema LP debido al ciclo del SCtJ-, 

como Jo ~uestra el !Siguiente esquema• 

/ R-S-OH 

L_R-SH 

La contínua o>cidación di:!' SCIJ- c. OSCN-, y la reducción de OSCN-

puede hacer que. )ca OK·i,dacit;. de -SH 9ea i-~~ep~~~i~nt&_ de_ l•~­

concentra~i b: •. de; ·-s~i:.~:~-:~- d~~:.·~~'.<~-~-~r~ ~~::;-.nQO·. La n~utral '1 Z!9~-j ~'1 'de 

SCN- puede ser '1·-¡~~i-f-¡·~i ;j~;.._-_:~i;i---.;~jr,;~i:~~i~- de OSCtJ- ~.u~.~?. !°l"'Yª 

reaccionado· C49>~·· 

2.5.J. E~p~ctro Antibacteriano del sistelÑi LP, 

El sistema LP/SCN-/H..! O ;a tanto en la leche como en medio 

!5int~tico, ti!!'nP. actividad sobre un t11mplio ri'lnQO de b"-Cterie.s. 

Esto involucra i'I microoroenismos que son importantes tanto desde 

el punto de vista di!! cal :i dad de 1 eche cruda y de productO!t 

fermentados. hasta aspectos relacionado!5 con l~ &~lud, tanto 

humi'lnB como ~ni m.t\). Aunque!' f!l si "-tema 1!'!5 consi de-rado como no 

e!SpecÍfico en cuanto ~u actividad antibacteri~nB, 

encontrado con':'li d~r.:.bl l!'S con rl!!'5pecto " la 

Depimdiendo de la especie.de la b4cteria o de la cepa de la 

mi!jma. el ef~cto puede ser -bactericida o bcu:terio!5té°1tico. Se hil 
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ob5~rvado. un~ clar-.a di~tínciO'l ent.rt!'. \a sen!libiJidad de }.., 8 

bi'lcterill.9 6(-) y :·.? c+.t·!: ·;,~-=-" . :'doride las 
i rreYer~i b) em~rl~~ iiÍh-ibida5· - <;': l~s- seQundas 

temporal mente. Es fa ::dj\:~-~-~'~·~:i"~ .'.~~-~:i~--~-i·.j~-- por 1 a5 

primeras ~on 

lo son solo 

bActerias G<+> y 
' _--'-,; 

G(-> no ~e_· h~ -~ riqr~'~cii. ;t~~·p~Q'.~:~·dr~~-(;,·~~d'~ _ha9t·a 1 e. fecha, pero se 

pi e:nsB. ·que' ·--~~t.'.~' ~~Í;·~¿·~~~Ad~>ff!g·ó·~,:~y~ ·~.;~·5lr:~i~turd y compos i e i b"'I de l d 

pi'-red celLt,1.á"r:·.~.: l~'::.~--~~i~~:~~~~:~~~~~f~~f~'r' de ambo:t. tipos de oroanismos 

re"p"c.t.i va~e~t.-t'.• · c~;t.i~{o::~'2r:lt~.~~ado" i l uslrado que 1~ 

membra:~a i,n"t~ .... -h,~_·_ d'E;;~:: s-·~;;·:i~'~.'ti ~~·-~e<~·e meno5 ~fectada 
<'.;; •, - ·'.?::;··. ;.)';:.: 

que la de E. 

col í. 

ES p,.--6~~~~1 ~~{'-QÜ~'·:.~~~~~~~~~~~-~~~:~~~~_(Q:~~-;-~·e Jos Streptococ:cos presente 

u~H·_ "'f!'.i~·r.'_b·~~~~2=~~:tk~;-~¡~1-~:~:~1~:~~:~;~~)·ó~:~. de oscr~~ que la membrana 
,, •' ._,_. - ,'e· •.. -.' 

e,tter~a~·_de>.E~·~.,~ ~01 ·~~;-~-.-o·e-~:h~~f~.O~ (·~ 5e iha. l".É?portado P"'ra G <-> una 
•-. >'. :· ' 

~en5ib_~i.iC:t'a_d:-;,_.·~:~.i~:¿·i'~- .'decrecienle-d~ tocut!"rdc, al siouiente orden• 

E •. Colt.~ot 1-·¡-- '·-~¿-u~¿~'.P-t;i-'bl e ~a. t!\Ílti cuerpos de suero) 1 E. col i 010 

<resi~tttnte a 'anticUerpo& esp~cÍficos de suero> 1 Salmonella 

typhimuriLlmJ Ps • .aeroginosa. Aumentos en l&\ concentraciOn de SCt~­

y/o di~mim.1cionee eon pH o densid.ad celulsr ee ha demostrado que 

increrr.enlan la su5ceptibi 1 i d~d <43). 

Muchos l actobaci lo& y estreptococo5 son 50lo temporalmente 

inhibido~ y no de~truÍdos por el 5i5tema <2b,42). 

Es de especié.'l i.nter~5 el encontrcir que el sistema LP ejerce un 

fueorte _ ef~cto b.llct~ricida p11ra e~pecie'5 de Pseur.lomona~ y otra!5 

bacterias p~icrotrbficaa aialadas de la Jech~. Eatoa orQ~ni~moe 

C6USan detef'"ioro a1 •,desarrol l"'-r'!ie en 1 eche Ct'"Uda refrigerada, 

1 i mi ll!'lndo con5i derillbl e1'1ente, e.1 tiempo de- almac:enami ento <2ó>. 



2 .. ó Conservacib) e.Je. L~che Cruda Mediante eJ Si ~tem~ LP. 

El ~~ch~·:'de-.~ue'_,:el sistema sea ef~ctivo contra. l..lnl\ aran Vl'lriedl'ld 
' '. • . - ~ .'~'· --' - = '. -: - ·.-. 

de m.ic.r_~:~~q.~-~ir.mos @'ncontrado• uaualnientl!' co-.o contaminantes de 

·1,. le!:ch"e~ sugiere Que pueda ser utilizado pi'ra prevenir el 

deterioro bacteribno d~ )~che cruda, prescindi~ndo de si la leche 

!Serlt._.refriQerada o no. "'" luQare!I donde laa condiciones de lt?'iirQO!!. 

per!odos de~Jmacenamiento y tran9portdcÍ6n eon inevit~bles (26>. 

Ajustiando lo!I niveles de SCN- (12-15ppm) y de fi.:Q. C8.5ppm) se 

activa. el sistema LP. En la. leche cruda esto oriain• un liqero 

de5cen!50 en el mln1ero t.ot<!'ll de bacterias, !leQuido por un período 

de bacteriostasi~h La dLtraci6n de la inhibición e!ltA inversamente 

relacionada con la temperatura. de incubaciOn. 

En el !Siguiente cuadro !le muestra eata relaciOn. realízándoae el 

estudio en leche cuya cuenta total fue menor l\ S K 10"'5 cfu/ml 

(J>. 

T incubación <C> 

30 

.. 20 

15 

t j nhi bi cfoñ 
•' 
7-'B 

'15:..1t. .· 

24-2b 

(*) ti.empo de5de ll'I aCJiciOn de- 6CN-/H2 0¡,hasta el primer 

incremento en el n(~~ro total de bacteri~~. 
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Lc11. eficiencio. del ~istemf' LP en leches crudas refrioer"'odas. 

tair.bien ha- 'ido estudiada, ot.Js~rvéndo~e una reducciOn sub~tli.ncial 

de lá'--flora baéteriana así coft'lo en toda la multiPlic.t\ciOn de· 

,.-. :{,, 
trat~mi en.to,-~ na·, ,:~'féc"fl!'I'·' -,1_a9, 

co,.gulaciál ~ conhnido d,. ~cidos gresos ;lÍbr:i'(czj,')·:>F' -~f\;, 
T 'i~ ·!: _ f~~·;~~!:"' . ·ir 

- -_,. -- :::';. . r· - - :::~.; 

2. 7 Aspectos Sanit~rios. .<- :;::~-)-: ~.:1;-__ ,--_;:~·- . ,-~-,;; 

El ewc...o d .. oscr~-' que no, re .. ~sL~"~~,~ ~~-~~;;~.;~~~oHé; . ~ .... cuerdo 

4 OSCN- '+ H··:::'O -;-~~~~1;;.:·~·-_ ~~g;:~~ _.z--~:~-:" .. • + CO ~ + NH; <26> 
-,' , ~-·.··-C :',"~;-:0,· 

Bjork y col·U) :~an· ·,indi_cadO ·que _eil 8CU!'ntsi •ntfbACtC?r"it1n(..1 
: ---~ -- : :~. 

producido por: __ el si ste,;.~ · L~_ es completamente destruido por 

ctilent.~•miento -de la- lec.he a óO'"C durante 15 min. De i'lhi que la 

pasteurizacibi convencional g~rantice la eliminación del efecto 

antibacterial en la leche posteriormente procesada: o distribuid'°" 

pCtra ~u consumo. 

En el caso de la adicibi eHógena del H~~ lo5 niveles de B-10 pprr1 

que son requeridos pt'ra activa!"' el !!i5tema re!!ultan ser muy 

b4jo9. comparado5 con lo~ permitido!! por Ja FAO,en el tratamiento 

H..1 q, que l"'ecomi enda coricentn.~ci ones de 300-800 ppm. Este 

m"todo, !!in embaroo~ no e~ !'Ceptado int~r-necion&lme-nte y !!olo 

debe L•tlizarse cu~ndo ewistf.\n l"'~zones t~cnicas y/o económicas 

qL1e ~si lo ju5tifiquen. (1) 

Lo~ valore-s de SCl.J- requr.-rido!! p.!lr~ activar el sistemtii CJ4.5 ppm) 
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t<!lmbién bajo?to ai loe comparamos con los encontriftdos 

normalment~ en la s~l1va humana (50-300 ppm), en el Juao oastrico 

<B0-90 ppm) o en veoet~les t~les como col <36 ppm) o coliflor (88 

ppm) • <1) • 

Una limitante 9obre el uao del aiste-ma hu~· ~uQerid• debido a que 

altas concentraciones de tiocianato, pueden interferir con la 

captación de iodo de la o14ndula ti~oides y la iodinacidn de 

tiroM ina. Per-Anders y col. C 14, 1:5) real izaron e21tudion parl'I 

conoce,-• el al canc11> que ti ene- l i!I i naest i ón prol ongeida de leche 

cuyos niveles de tiocianato han sido aumentados, tanto en 

paciente9 nor"m
0

Eiles como en aQuellos con deficiencia. de iodo. 

Ellos concluyen que una inoestibl di8ria de 400 ml de leche, con 

una concentracitr. de 20 mo/l de tiocianatc• no tiene efecto en la 

funcibi tiroide~ en pacienteD normale5. 

En pacientes con deficiencia de iodo :1e ob~ervo que una inoestidn 

de leche con concentraciones de 0.1 ma/l de iodo, y con 

incremento el nivel de tiocianato, dando un• inoestidn diaria 

de 4.75 mo, no tiene ningun efecto aparente sobre la funci~ de 

la i;:rlllodula tiroidea. Adema~, el incremento de lo!I nivele~ de 

tiocianto no interfiere con la reabDorcitri del iodo preDente en 

la lecht:t. 

El hecho de que el sistema eet encuentre en fluido5 biológicos 

<ssl iva y jt.iyo c;;io'l~trico), actuando como !SiDtema de defensa 

natural. puede hacer vAl ida la hi pOte!5i s di!'!' que el !rti ~tema 

usado como preserv~tivo 5Ín rieDQO alguno para la salud. 

Por tlltimo, un prerl!'quis{to para la utilización d& este- m~todo en 
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la pre:servacién <de leche cr"uda, es la utilización de un 5 1!.">tetna 

!\eouro y confiable que gt1,.-.anti~e la dosífic~ciOn eMacta v 

uniiorme .de los compon.entes aue ac.túf\n en el aietem-.. 

A~í mi5ma, debido• que el 5istemo LP debe ~er activado por medio 

de la adición di!!' pequeña!& cantidade!I. de H:!~ y SCS~-. lo~ 

"'specto~ sani t~río~ deb~n ~ef"" a.el 1?1rAdo~ a.ntes de ~er ollprob.,.do :su 

050 en c:ualQÚier pai~. 

En el c.~~o e5pec:Ífico de H~~ico, le 1eQislac101 no menciona nada 

rel eci onado la activacit.n de loa 5istema~ antimicrobiano5 

naturales de la leche. Sin embaroo. en el Dia,..io Oficial del 

Lltne5 18 de enero df!' 1988, el Arti"culo 246 di!' )ei Ley de Sall..u::i. 

e~tAblece Que l~ leche s~ con~idera adulterada cu~ndo ~e Le haya 

e.oreo ad o cualquier otra s11~tllnci a, aunque- ~ea componente normal a 

excepcitn d~ las vitaminas A y D en la leche ~emi-deacremada. 

E~to podría interpret~rse como prohibiciOn a Ja activación 

del sistema. No obst~nte 1 ante la necesidad de optimi~ar lo~ 

procedimientoB de tran~portaciOn y con~ervación de l~ch~, deber)& 

promover~e l• modíficoci(Ki del ~rtículo corre~pondíente e fin d~ 

que pudieran se!'r utilia:ados lo~ procedimientos que activan este 

si5tema inhibitorio nbtural. 

3.- YOGURT. 

3.1. Generalid~de~. 

él yoQurt (y ob·os prod\.11:toa §Í mil are~) .Jilíme-nto muy 

antiguo, prob~blemente originado en Me5opotamia alrededor del año 

Z OOC1 .s.c. Oe!!!Sdf!' tiempo~ remotos he ~ido empliamenttt canl!iumido en 

v~rios p~i~e~ óel Suroeste de Asia y Europa Oriental. Sin 
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embi'rgo, su consumo en el mundo ocC:identaf fL~té dt!spreciable hastd 

1 a· d~Cada · d!!- 1 O!> eesentas, cuando al can::ó una.- enór-me popularidad. 

E!;\te incremento ful! debido, entr'e otros factores. a la 

introducción al mercado del yoqurt ·y productos ei mi 1 &res 

edulcorados y con sabores de frutas, as{ Como al uso de envases 

En- Méwico el: consumo nacional de yogurt en 1985 fu~ de 32 mil 

lonetedas, representando el 13X de los derivados l.!\ct~os' las 

pi:-oyecciones para 1990 son. d~··.49 mil .toneladas., Jo que indica un 

mercado creci~nte (22), 

Eri alQUnos' · Pil!is~s,- el cOnsumo de productos fermentadoe se 

prefiere a 14 .leche 'fresca debido ~LIS propiedades 
--.. ,·-,·:,-· -'; 

ca·racterÍ st('c~~·-- ~~~~r, _ aroma, apariencia y te~tura. Además, 

estos ·s.on.-,_m_lu~ 7'equros que la leche flLiido en ciudade9 donde las 

facilidades de transportacitn, pasteuriz~c:ión y refriger~c:idn 9on 

inadec:uade5. 

\'oQl.lrt, de i'lcuerdo a le definición de .. :onihowehi es un produc:to 

l~cteo fermentado, re9ult~do del cr~cimiento de las bócteria& 

Lactobi'llcillus bulQaricus y Streptoc:occus thermophilus en leche 

tibia, y se c.!'lr;..cteriza por una te>ftur<" sullve y delicada. con un 

Cdr"i:lC:t.erístico sabor "nooal" <27). ·Es un producto 

perer.edero, el cual, no !Ji ende pasteurizG1.do de-spués d!! la 

ferment~citrl, tiene una vida m~dia d~ 3 a 4 ~emana~. Esto, fiin 

emb"'rQo, no depende unicdmente del almacenamiento sino tambien 

de) ti.po de cult1vos empleados, de la acción de }05 ingrc-diente& 

de fór-rr.ula y de JaB medid~!I de nanidad durante la elabor.-c:idn Y 
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empaque (44 l. 

En t~rmino!S de composición gener;a~, el yoc1urt ejndlar a la 

leche. Sin embaroo existen algunos aspectos en los cuales esta 

composición pu~de v~riar. La!I v~riacione9 pueden deber~e a l~ 

adiciOo deliberad~ d~ editivos a la l~che o ~ogurt o bien a loe 

cambio9 Cl'lllsados por la fermentaciOn bacterii111na. 

Lia compo!Sicih-l de yoourt esta dadci en el Cuadro i .Un a~pecto que 

ha recibido poca atenciOn es el del valor nutritivo de l~s masas 

de célvl&!I bl'lcteril'lna, la~ cuales constituyen cerca del 1 ·1,, deol 

matel"'ial tot.al en el yoqurt. E"l'ieten reporte!I qu~ !Sugieren que la 

proteína bacteriana puede 9er una rica fuente de ~mino/\cido!I 

e!Stmciale!S (19l. 

El voourt. de acuerdo a lacconcepción del merc~do actual. deber 

~er un lÍCll•ido suave y Visco:;·o_·;· o un suave y delicado Qel 1 pero 

ero ambo!l Cliso,_ d~ber ser un producto unifornoe 1 de te~tur.:. firme 1 

con mínimd sin6resis y con sabor caracter{stico. EKisten tres 

tipoe principales de yoql1,.t1 r{Qido semi5ó)ido, b~tido Y 

l Íquido, l'lunQue pi.1eden mencionarse ~lounos otros como conoelado. 

d~~hidr~tado, etc. \22} 
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CUADRO 3, COMPOSICION DE VOGURT. 

cor;sn TUVEl'TES (por 1ººº1 

Proteina. 

Grasa 

L~ctosa. 

Galacto9a 

Acido Lktico 

Ac;ido Citrico 

Pot.c~j o 

C,o.Jcio 

FOsfor-o 

Cloruros 

Sodio 

\'OUGURT BAJO El' 

5.0 

1 .. 0 

5.0 

1.0 

1.00 

0.30 

0;24 

t).18 

0.14 

0.18 

0.08 

0.15 

GRASAS 

Fue-nle• Deeth, ~:c., Tamine, A.Y. r-'utritiVe and Therapeutic 

l\spects: J.· Food Prot. Vol. 44 No. 1178-86 
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3.2 Microbiolooía de Cultivos iniciadores. 

L.?H b~cter'i á~c'.'.de,1· ·Yoqurt y !$U .comportamiento cEoracter Í ~ti co, 

hac:en. de es~c prodl1cto ·un ~l imento único, no duplicado por otras 

bacterias o por· procesos de acidificaciQi direct~ (27), pudiendo 

a1cani:ar en el ciuoe de fre5cura una poblacib't de m¿.e de un billón 

de c~lulas viva~ de L. bulgaricus y S. thermophilus/ml. Ambos 

orqani~mo5 e)dsten en unA relación simbiótica y en proporciones 

que varían constantemente dur'"ante la manufactura del voourt. 

lnicialmeonte el crecimiento de s. thermophilus ~e ve ~celerado, 

para lo cual utiliza aminohcidos esenciale5 producidom por L. 

buloeiricu5J su vez S. thermophilus reduce los niveles de 

mdoeno e inicia lei produc.c1ón de ácido li.ctico, lo cual activa 

el crecimiento de L. buloaricus. Esto aunado a la s{ntesis de 

écido fórmico Que iaualmente e$timula el crecimiento de L. 

bulgaricu~. El crecimiento de S. thermophilus entonces di~minuye 

y L. bulq¿,r-icu!l reduce el pH a nivele!! cu.'in menores. debido P. l• 

produccitn de ~el do 1 ácti co. De hecho ambo!! mi crooroani emO!t 

qeneran N:ido léctico como principal producto de l& fermentación 

<19,27). El crecimiento, resulta.do .de una a5ociac:.i6n simbiótica, 

acarrea una producciOn de 6cido l~ctico por arriba de lo!! nivele!! 

que alcanzarl<"n dichos oroani!lmO::t independientemente- Aunado a 

ello la mayor sínte!lis de acf!t&ldeh{do producido por L. 

buloaricus en presencia de S. thermophilu!!. contribuye e. la nota 

c~racterÍ~tic~ del ~roma del YOQurt. <23> 

Al !ler"" l'llmacenado el YDQLtrt ,. 4ªC, e5te1n bacteriei!! comienze.n 

morir, de!lcendiendo m~5 rapidamente el S. ther niophul u~. 
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t.l!'inp':r.-tur•, presencia ·de éal, arado 

-de "tr4spasos", _ i nfluven en el rienoo 

de 

de 

L. búloariCus-es un bacilo homofermentativo arbm D05itivc. Larao, 

m-Ó~i l, productor de &!leido O (-) léctico. Puede crecer a 

temperaturas 5uperiores a 45ºC, pero tiene eu Optimo entre 40 y 

una bacteria enaerobia facultativa. Posee actividad 

proteolftica medi11t, llevando a un11. relativa•ent!!' alta acumulacidn 

de amino bl::idoe libres.. Tiene uni!I d~bil actividi!ld lipol:Ítica, 

llevendo a algunos cambio9 en la estructura de lo~ ~cido5 qrasos 

Y bcido5 crasos libres. 

S. ther·mophi lus es bacteria e5f~rica u ovoide, que puede 

aparecer en pt"lres o cadena5, oram positivo. Es homofermentativa y 

produce ácido L (+) l~ctico a partir de olucosa, fructuoso, 

ll"lctosa o sacaro9a. Tiene temperatura C:4ltima de crec1miento 

de 40 l'I 45ªC. aunque p\.lede crecer- hasta 5C'f C, per-o no a menos de 

20"C C22>. Es un an1?1ierobio facultativo. 11\Je5tr• un11t actividad 

proteolÍt1ca muy d~bil y la mayor-ia dt los amino~cidos liberados 

son con5umidos durante la fase de crecimiento loQar{tmico. Es una 

b~cteria c~tal~sa e->. 

l'lcido láctico~ producit'ndo5e aaot.&miento de 

car-bohidrato debido a que la acumul~citn de ~cido en el medio, 

a.et~ como inhi.bidor del dl!'s.arrollo di!' la5 bacter-ia• n'1ismae. 

Generalmente el nivel de lacto5a utiliz~do alconza un 20-30X del 
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fir~e::a y ~~b·o< · A~~-~c>··c·~,.-~~Ú:r\:~ti~:~ ·._·d~(."'°Vo_qurt ... E!!ita 
! ~· ,. !.- ·... '.: :· 

co~ulo. 

.-.cidrz t~mbien· i·~t1ib~: ~i( ~r-~é:ín'1ient~,--d;;,·.-;-ó-rri1,· bC'i:teritii~·. tale:t 

con•o h" patóoe')•s s~i~Ji~11i v>Si.0J~11~~occ~o·fú~.;J;, ~~{ como 

~í Qlmos _mi cr.~Oro~_n·i·s·~~~ --~~:~:· ~¡t~:~:i'~;~-~: :·~'t'f;'~d'~~u¿,~·6.~·:·_;_. 

Peor~· ei · ~e~~~~-~;:~ o·';~_ ~ i:-~I\ ~i;~pl~·~a~~~~ ~~'.-~~'enD'Or_i ·~)e&. dt!!Se~d~&, la 

rel dci On 'de-" S. >th_~-~~~,p~~-1·~:;~: a<C~-/' ~~l·~~~c~'~J~" ._..,~\- t~rmi no de l • 

fernient&Cibi debe - hall~.-,.-~~-:·~~" un. --~~-~·i·-6· d·~,; 1 :.-J -·. 31 1 •• 

El __ fre~c~·- ·"nó~~ril~1::·:~~~:; . ~~·~~t·Í:ene alrededor de 
~ 

"::;.,-. -,"" .. 

d!!cr~ce ·a 10,...b .. Por· ~~~.D_,:l_l':é;'o, ,producto."° fermentados como yogurt, 

buti.er-milk Y QLl_e?!oo cott.ti.oé. -?!oe- ha demc!ltrado Que pre5entan 1..in 

~ '·-=-. ,-.. - ·. ,.,,· , .. _ :~ 
efecto tiintimic..-ob·i an_O ~ - ~obr-e mic,--ooro~ni~mos coliformes 

<Enter"obacter"' Bl1t"'ogenes y E. col i). AunqL1e eet.a actividad 

inhibitoria se le ha a.tl'"ibuido pl""incipalrnente C'l Bcido l~ctico 

producido por la flora de coco5 y bastones, ~(~ no hbn 

elucidado por- complefo los mecanismos involucr"ados en la acciOn 

conjunta de estos al respecto.(lq) 

~.3 Aspecto!!o de C~lidad. 

La acidez titulz.ble que- debe alcilnzar" voou,..t para ~er 

coi'lsi-de,.-ado como de buena calidad debe quedc:tr en el rango de (l. 85 

o.q 7., para lo cual la ferment;;iicibn fl 45 .. C debe deter1f"r"~e 

c~ic.-ndo la tiicide;: fluctúa de O.bS a (1.70 i'. (2.<\). 

El pH consider-ado como desttaible para el de!:'ar"rol lo de un &abar 

completo va..-ía de 4.5 a 4.7, aunque r~noo~ m~nor-e~ (4.0 a 4.4) 

son considerados como Optimoa. 
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Con respecto al sabor de yogurt y productos ferment~dos.NanninQ y 

' . ' . .-.~ -- .. 
acet~l d~h-~ dc?·.'·y di ac~-~r1 ~-
Nivel e~ 'e¡~ it~'et~l deh.f do- alrededor de.23 - ~l ppm 

'. '. 7 ~· 

q,t i mo~ parl\ el df!'-5,arrol lo del eroma .del yo~~.r-t..: ~.: 

~:_aCe-1:.t.1 dl!'hÍ do. otroa compue~tos merecen 

La cl?\l i_dad del yoourt, per:manece· ac~pt"áble- dL•rante el 

ti.lmacenamiento refrioeracic:r. ft s·c por un período de 1 ~ 2 

semt'onas. 

Aunque el empleo de lecha LP-activa se ha limitado 

principalmente a lo ~limentacitri de becerros recién nacido~. 

debido a su import~ncia en el desarrollo de re5istencia in vivo 

contra la incid~ncia de E, coli 

empleo en la producciOn de leche para consumo humano 

recomienda vnicamente en situaciones donde 18 conservación 

bajas teomperaturt1s no se puede logra.r faci }mente, t~l como ocurre 

en ml•Chl'ls reoiones de pai see. meno!!I desarrol 1 adow. 

De ~qu{ la import~ncia de evaluar tambien la calideod de producto~ 

elabor~dos con leche LP-activa. Al respecto se h• demoetrado que 

dicho tratAmient:o no interviene en el sabor del queso derivado. 

Sin eombarqo. 1 as ewpect~ti vae p8ro'!'ll productos ferment~doe a base-

de leche tratoda. son l'IÚ"'I desconocldag. 

El yogurt merece especial at~nci6n en e5te sentido. dad~ 

~mplid ~ceptacit:n en lo5 mercados meMic~no e internacional. •sÍ 

como sus reconocidos propiedodes terap~uticas y nutricionsle~. 



CAPITULO 11. 

MATERIALES V METOOOS. 

l. OBTErji:JON, RECOl:i;;éci'ór; Y. TRAIJSPORTE DE· LA. MUESTRA. 

Se ~~t.¡~ j ~··¡~,o~=·f Íci~::~s ~ ,:~~ ~4 -. '.~;-i t)~·s- ·de . ~·e~h~~ c:n.1da fr·esc·~. 
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<.·:, .•. ~~~/~.~.;-.y~·~.·.:-~.· .. ·~-º~-.~~--0;1-~.~ Pecuárj it!s "Lo!i 
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Veraci'u>:iL~r;~~t,:~e~:.~·P:~~e:¿•i,t'~,.·,;trI.[~~ºa"-mtpb·-.. ~,.~e:;,,·.•· .• mt:º.'.·.~.·.:·º.·e::·:n'd·'. .. ~.··~.;;-.; .. ~.;-~c:~}.:dP·~.", .. -'~.,•.'an·.·.·t·l~sF~~i ¿, Y h"! 
~,:·_¿.~'~:~·0;;,t~~·¡.~;:~~ " 1 a ~ _ •_ ._ \~-~~::·~¡~~'ti C? 
prev.i ~m~~-t~ ·:'d~~-~ ~:~~~t;d6~·~\c ri{-;.'t{¡;n;-p0'..·~0?-~~iffef~;~J6~·i·~~ t·~~\·í a ·~~ ·~~~~-

.:,-;.~;',;.:;;~-' º <7;•:-:.; ·'''·-·_; ·:···-' . • ·. ":': --~•"""-;:;, "~':: ,..,-. ..., i."-J!:-i._~. - . 
~'! l l ,;gád-iit(aif\~"i' áb~·¿~ü:i~i o·=--~~; ~~é:edro;~~ ,¡~;;:;: .. ~}i·o'r:a,_;:5~~t'-'' 

_-.-~~~,:- ~·--:. _.,;--., ·:·-;=-"'~ _, __ :..'~~--~- . '·-~·''·:·=.:~:;.;.; .... ::.r :~.;;_~-:·~ -, \f ;;: ~·-:;~·-.· .. <:.· 

·-:~'.-'·· ~:~<~· ">.:·:.-':~'.' ,\ÍC:O•" )<·.·.~ ¿,,~.-' 
2. coRR1011s. EXPERINENTALEs) ,~; '~~ji o:• ,;,;~e,' 
En_. _t_~~;;~:~;;~~~··~->-1 J_'e\~~r~n ·ct.bo 12 "'"'~~;-;·~-~~~'._:.:· :.-~~p~/-Í ~~~1:.-ol -~"S, 
<:·6;-;e~~-.~:~-d~~~~t;~~ ·, -,-&- leches L;·~-~-~~~,-~~~-~---~. y· .. · ., testigo (!'in 
- ,; -.--- '.:, ;·, : , -~·.: .'· 

t."r ~t~~i··~~t~1 ·, ·· i:tl m.:ú:enada9 por 

-.'tr-~~-~~{~~~~·~~\~ r:-eal izo por dupl i c.!-do <Cuadro 

3 •. ACT!VAC!ON 'oEL SISTEMA LACTOPEROXIDASA • 
. "· <·-·: :· 

6 y B 

3 .. ·1'..:_De;tt!-,·mirieción del Contenido Inicii!.t) de Iones. SCN-. 

La ~c_oncentt".acien inicial de ione~ SCN- fu~ deter"minada por" el 

N~t~do de Sorbo <Ver Ane}'(o I>. Esta dete,.-minacitti !!le t'ei!1Jiz:t\ 

d~bi.do tt QL.~e, como fu~ mencionado e1nteríormente. le. concentrec:it.zi 

de· SCN- e!O la ·l~che de lo~ bovinos p1.1ede va,.-iar entrf! J y 10 ppm, 

--de"Pe'.f1diendo de eu alicnente.ción. A~i mi~mo, c:onociéndo~e lo!!:i 

niveles inic:i~les, puede llev.;i1r"!5e a Cl'lho el í.ncremento ha$ta 1.:'I 

concentr<?ición recomend~di!I por la Jiteraturtt. 



Cuadro .5. Corridas eHperimentales para leche cruda '1) 

Tiempo de 
Corrida COdiQO Treotamiento al macenami en to Chrs) <2) 

LP-4 lactoperoHJdasa 9ó 

lJ LP-ó raCtopeP"o>ti di'sa 144 

IIJ LF'-B 1 actopero>< i dasa 192 

rv T:-4 nulo - 9ó 

V T-ó riulo 144 

vr T-B nulo 192 

(1) Cada corrida se llevó a cabo por duplicado. 

<2> Almacenamiento a 4: Q. 1"' C 

De e!ltas corridas •e aeleccionaron aquell~s que dadas 9U& 

características fisicoquÍmicas y microbiolÓoicas se Pl•dieron 

utilizar para el.!lborar posteriorm~nte yoQurt. 
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3.2. Incremento y Adicitn de NaSCN V H2~. 

Una vez determinado el contenido inicial de SCN- 4 ~&te fu6 

incr~ment~do ha5ta )05 nivele~ recomendados. Para esto ee utilizd 

una 9oluciOi acuo9a de!> NaSCN con una concentracion deo 72ZO ppm, 

ha~ta obtener une concentracib"t final de J4.5 ppm en la leche. 

De9pu~s se adiciono el H 2~ en forma eHOQena a partir de un• 

9olucit:n ~cuas~ de 6000 ppm reci~n preparada. La concentracidn 

final en la leche fu; de 8.Sppm. 

Estas c.ora:entracione5 finalee. de NaSCN y H~O, fueron eleqida!S 

debido que los estudios realizados con este sistema han 

indicado que el m~yor efecto antibacterial e9 obtenido al 

incrementar el nivel de SCN- hasta 0.25 mM (14.S ppm) y añadiendo 

una cantidad equivalerite de H:::~ CB.S ppm) (1,2,26) 

3.3. Reactivacion. 

Cada 48 hre. fut' determinado nuevamente el contt!'ni do de SCN-. Si 

los niveles descendi~n de 14.5 ppm se efectu~ba la adiciai del 

NaSCN para obtener la concentracitn. requerlda. En el Cl'ISD del 

perb>tido de hidrOoeno~ la adición es indispensable. 

4. ALMACENAMIENTO DE LECHE TRATADA Y TESTIGO. 

la leche ~ctivada y la testigo fueron almacenadas durante 4 y 6 

dÍas a temperatua de 4ªC. 
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S. MUESTREO. 

Las muestra5 par.?1 los anAliaia fisicoquÍmicos y microbioldcicos 

se tomaron en la leche cruda al iniciar el almacenamiento. Una 

vez i ni ci .ado, las pruebaa mic.robiolóoican reo?ili:z:aron 

diariamente, mientras que las fisicoQuÍmicas 5e hicieron cada 49 

horas. Al t~tmino del blmacenamiento, la producción de acidez 

la leche inocul~da para elaborar yoouf"'t ful!' determinada hasta 

alcan;::ar el nivel requerido. Durante el Coilmacenamiento del 

yogurt. esta determinaciC:o se continuó, realizándose en los días 

de sesibl de catado. 

~'"· 
5.1 Pruebas Micró~ici~Í~ic,;.is. 

5.1.1. Cuenta "total" o cuenta de mesof{lcos aer6bios. 

Se realizb de acuerdo al Sttrindard Methods fer the Eltamini'ltion of 

Dairy Products (33>, incub~ndo a 32ªC por 48 hrs. 

5.1.2. Cuenta de bacteria& psicrótroficas. 

Se realizb por el m~todo de enumeración rlopida de Oliveira y 

Parmelee (37>. incubando a 21ºC durante 25 hrs. 

5.1.3. Cuenta de coliformes totale5. 

Se realizb de ~cuerdo ~l Standard MethodD for the E~amination oT 

Oeiry Product~ C33>. incubando a 32•c durante 24 hrs~ 

5.2. Pruebas Fi~icoqulmic~s. 

5.2.l. Determinacit:n de tioci~nato. 

Por el m'todo de Sorbo <57>. CVer AneMO I> 
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5.2.2. Acidez titu1able. 

La ec,ide-:;: titul~ble fui detef'"ininada p~rA leche- cruda y parM 

yoourt seQL.n el Standard M&thods for th~ EMaminatioo of Dairy 

Pr"oducts (33) .. 

5.2 .. 3. Actividad proteolítica. 

Fué determin~da por medio del incremento de arupos a~inC5 libre 

~eo~n el m~tódo de Fíelds modific~do por Sp~d~ro. <28) 

5.2.4. Activid~d lipolÍtic~ .. 

Fu~ determinado por medio d~l incr~mento de ~cídos Qr~~os libres 

segC.n el m.étodo de Deeth y Fi tz-Geral d.. ( 19> 

5.2.5. Determin~citn de ~ól)dos totales. 

Seoc.n el Standard Method~ for the E"aimin,.:;ttion of Ol\irv ProdLtcts 

(33). 

6. PASTEURIZACION. 

Concluido el pe-rÍodo de étlmacenami ento. 1 a~ lec:he'JS fue,.on 

pasteurizadas ~ 85"'C dt.il"'ante 30 min. tratamiento necc!Sairio en la 

e-leborac:ÍQ-\ de YOQt..•r't. <48) Este proc:eao ~e llevó a. 

cabo c~lentando la leche en v~sos, de pr'ecipitado eobre una 

parrilla eléctrica con aqit~ción-

7. ELABORACION DE VOGURT. 

7.1. CULTIVO INICIADOR. 

Se pa.rtio de t.1na c:epe de microorQ.aniemos liofili:ados de S. 

termophílu~ y L. bulQaric:t.Hs, del cual se tomar'bn do~ asodaa bajo 

condicione9 e~t~~iles,p~r~ inocular tubos de 10 cm. con t~pbl de 
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ro~ca. conteniendo leche en polvo dl!'&Cr"'emada. reconetitl.1iida con 

aQua al lOX. Los tubos fueron in~ubados a 45cc durante 5 horas, 

tiempo tras el cual se precipita la caseína de la leche 

coáQulo firme. Dicha. precipitación ocurre al 

aÍcanzar un pH de 4.6 .Posteriormente, el contenido fu~ vaciado 

condiciones est~riles a un matrl'lz erlenmeyer de 250 ml que 

contenía 90:tnl de leche, tratada de la misma manera Que la de los 

tubos. 

Una vez inoculados los matr~ces, se incubaron tambien a 45"'C 

hasta loQrar un co&Qulo firme. A e5te cultivo ee le llamó cultivo 

madre .. 

7.2. Prepar~ción. 

El nivel de sólidos totales en la leche fué incrementado hasta 

alcanzar 15-l 7'l.. Este aumento se real izo a.ñadi ende leche em 

polvo descremada. 

Posteriormente. la leche tratad~ y te~tiqo fue homooeneizada 

utilizando una licuadora de tipo ca9ero y pasteurizada como ya 

fu6 mencionado anteriormente. Concluíde la p~steurización, las 

leches fueron enfriadas h~sta la temperatura de incubacitn <45°C) 

e inoculadas con el cultivo rn~dre en una concentr~ci6n del 2% 

Cv/v). 

Lo5 lote~ de leche fueron incubadoe hae.ta alc"nzar un porcentaje 

de ~cidez titulable entre o.e - 1.0 y posteriormente enfriados 

hasta lo"C. 
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8. ALMACENAMIENTO. 

Las VOQurts eJaborados con l• )eche tratada y testiQo fueron 

almacenados a 4•c durante el período de c~tado hasta que fueron 

c~lificados como inaceptable9 en a.lquna de las cualid4des 

evaluar-. 

9. EVALUAC I oN SENSORIAL DEL \'OGURT. 

9.1 Dise~o EHperiment~l. 

El eHperimento +:ue' di tieña.do como do& arrealos f~Ctorialee 

independientes• 

-I. L~che l't)m~cenada 4 dlau 

II. Leche almacenada. ó días. 

Cabe hñcer notar que las corrida~ de 8 dfas de almacenamiento 

fueron descartadets, debido a. que la 1 eche tes ti Qo no soporto" el 

almacen~miento v los niveles de acidez y contenido microbiano se 

encontraba muy por encima de lo!!S requeridos P•ra la elaboraciOn 

de yoQurt. 

Para c.11da atributo el análi!5is e~tad:Ístico de la informacidn !5e 

llevó a cabo por medio de_, Ana.lisi!!!. ,de Variana <ANDEVA> di!' dos 

caminog,. de acuer-do e¡ un modelo bal ance6do para do5 factoreos. con 

2 y 3 niveles c~da uno y 10 réplicas sensoriales• 



donde• 

i- 1.2 

J- _1,2,3 

k• 1 •••••• .10 

Lo!5 factores v njveles respectivos en cada eMperimento fueron1 

<A> Tratamiento& LactoperoHidasa y Te&tioo 

<Bl Tiempo de almacena11ril!'nto del voaurt1 0,5 y 7 dÍl'l5 I> v 

0~3 y b días ( en II>. 

De tal forma Que en cada eHper_imento se tuvieran b tratamientos 

con dos factore?S prindpales A y By una interacción doble A* 9 

(39>. 

corroboró que eMistiera 

homoQeneidad de varianza <homoseadiscidad> por medio de un 

aprueba X"'2 de Bartlett. {56). 

En loo casos que en que no se cumpliO la condición anterior (se 

encentro hetero~eadi eci dad) se utilizó una prueba pa.raml'tri cL"I 

de comparacitrt múltiple de Kru5kal-Walli5 (38). 

9.2. JUECES. 

Se utilizo p~nel de jueces seleccionados, formedo por hombre& 

y mujere!!li entre 24 y 30 dños de edad. Los J1..1eces fueron 

previl'lm~nte entren~do& p~rb aaudizar su cap~cidad sensori~l en la 

identificaciai de sabore~ defin1do~1 ácido.amarqo,r~ncio y 
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oHidado. Para la inducción de e5to5 9abores ~e ~íauid 

l~ metodoloqfa propuesta por ~~mpbell y Mar9hall (5). Con 

eMCepción del ~~b~r •cido~ la6 alteracione~ fueron realizada~ en 

leche cruda fresca, elaborando posteriormente eJ YOQUrt para 

entr-eneimi en to. 

SABOR 

rancio 

HETODO DE INOUCCION 

Adicionar 0.3· tnl de 9oluc:i0n 
concentrada de hiel de pollo por cada 20 ml 
de leche. 

Adicionar 3 p~rte5 de leche cruda a 7 parte9 
de lech~ tibia Momoqeneizada y refrioerar 
durante toda la noche. 

oxid"'do AdicionBr 2 actas de &ul fato cÓprico •1 1% 
<Cuso-.• 5 ~O> a 400 ml de leche y e11poner- • 
li.'11 lu2 !!Solar dur-ente 30 min .. 

9.3. HETOOO SENSORIAL. 

Se empleó \.tnlll prLreba de&criptiva. eiquiendo los linea.mienten de 

Siedl y Stone- (4ó). Partil cada a.tt'"í.buto pidiQ ~ los juecee que 

e~cal~ de 15 cm. donde l~ refe~encia ~e ~ituO en l~ parte cent~~l 

de dícha e5cala {ver cuestionario aneHo>. La muestrA de 

yoourt elebor~do con leche 

~lmacenada, siouiendo el mismo proceso de!Scrito anteriormente 

par" a elaboración de- voourt, habiendo pa!Steuri z~do y holT•OQení ze.do 

1 a l echl'! prcvi amente. Este yoourt de referenci o !St! preparo 

par~ cada 5esilrl de catado. 
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utilizo una t.abll!I nümeros aleator-ios. 

A c:ada jt.1ez se le proporciof".'O aQuc?t, e5cupidere. lApÍz y 

servillet•s. La sesia-t de ev~luación se llevo• cabo a l~s 10100 

A.M. 
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NOMBRE __________________________________________________________ _ 

FECHA~ ------------------ No. DE CODIFICACION ____________________ _ 

INSTRUCCJONES1 Sabore~ la muestr~ de referencia identífic~dose 
con el la. 
EniuaQuése y pruebe la muestra codific~d~, marcando en l~ eecala 
con 1..1na raya vertical, el punto que mejor describa la intensidad 
del !5~bor ~ ev~lu~r. 

G R A C: I A S 

ACIDD 

<~> R (+) 



CAPITULO 111. 

RESULTADOS \. DISCUSIQN. 

1. - EFECTO DE('AÚIACENANÍENTO' DE LA LECHE CRUDA. -
" .·· ' .. ·. ":·.-: .·· 

1- 1. Crecimi e~-~-?-_ d~~;M·; ~t-~~~~~'~,~--~f!'~s._. 
i .-1. L :c~'~5~t~··:.·~t:~(·a·i ;;,~Me~'of{t1'·~ci~:'."A~~-~bi:~s·~ 

_, 'l ·-

~~ma:::~::;·;:t:\;:~¡;(}s~tt.;:i'i~~~~~~?h~;~:::;• ;~¡;::::::·e:' 1.:e:~ :::: 
1 ·.';E~ ~LI ~/fe<i~ifo~frFti~i~f;~·::~~l,~~;~~~~l~,;~~ ~~n "l •i stem" LP, 

,. u¡-~;,;¡ núYe - rn \<~-~~,·}E:~~en·~~:_,::,- ':mi ~-r·c.:~r8ha·;t:·_··::!~6·o,.·~~··do~~ un eft?cto 

b~cteric;ida -·e;.t· l~-~:--~~(m~~~~~,_::-~~-~-\~~~;.~~><~;r~n.t_:~~~ qu~- 1d·'-1echt! 

t oe~¡-~·-CJO-: "i n~r-~mf!'nt.a not ~b 1 e~en· l~~ ~ · -~:(i":::_-c·~~~~~t,~;~{-d~-~~- mi_· c,roo~ Q~n i -smo~, 
- ·:.>.- -,_ ·"-, :----, 

teni ~ndose al .; inal · del al,;.~c:_e~_af!lfé_~-f,O ·:~~na.·.:c;i(f~;..enci."· mayor 

c:oniportllimiento es muy similar. Sin embat"'QO, Jt11 diferencia en el 

3 ciclos loQarÍtmicos 14 cuenta viable de la leche activada en 

cornparaci On con l ~ le-che le!"> ti oo: Esto, debido probablemente- el 

efecto de las reactivttc:iont.!!'I ef~ctuade.s ca.da 48 hor-o1.s. En e9te 

sentido se iÓn OSCN- presenta un efecto 

1 a tHitructura de 1 a 111embranA interna 

bect~rian•. c:AU~<!lndo la rL\pido1111 perd1da de K+ y AmlnoAi:ido<s. El 

efecto b~cteric1da se ha v1sto que s~ prolonQa por períodos h~9t~ 

oe ó horaa. efecto """ni f i est& 

proporci ont1l mente conforme &et incrementa l ifl. concentreci On dr:! 

1 un!!• OSCN-. Esto e~pl i ca el l!'fecto encontrado este e5tudio, 
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en_que. le9 rec!lctivfl.ciones periOdicae del s.i&tf~ma LP con SCN- v 

H. q traen c:omo consecuencia unft marcada tendenci• la 

disminuciOn de la cuenta de orQanismos viables. Cabe resalt~r que 

la microflora natural de la leche est~ intecr•dll principetlmente 

por los o~neros Microcococacceae y Streptococcacear con una 

incidencia de 30 a 99 y O a SO %. respectivamente. Mi f!'ntras que 

bastones e.;porulados Gram (+), bastones f;ram (-) (incluy~ndo 

coliforme9) y esporas de bacilos, se presentan con una incidencia 

menor al 10 % 03>. El predominio de or·qani5mos Gram (+) 11.yuda. a 

eiiPl i car e-1 efecto rtcotardado qui!' se observa a J as 48 hora• del 

~lmacenamiento, ya que 1 a acc i o, de-1 1 c:n OSCJ-1-

menos sever~mente Gram (+) que en Gram <->, tal como 9e ha 

mencjonsdo ante~iormente (43). Sin embarao cabe esperarse qu~ 

una oran parte de los oroanismo5 aerobios meso~/licos aean 

psicrotrbficos, capaces de multjplicarse • 4•c. 

1.1.2. P9icrotré>ficos. 

El comportamiento de lo• microoroanismos p9icrotr0fico• l~s 

leches tratada y te5tigo, se reporta en las figura 2, para 4 y 6 

dÍas de ~lm•cenamiento. En el primer ca90 ()eche ~lmacenad• haata 

por 4 dfo!l.s) se observo que estos microor9anismo• tuvieron una 

reducci b-1 il!ilpreci abl e> durante lee 72 horfll•· 

Po~ter i ormen le el efecto fu~ ~olamente bacte~iostAtico, 

alcc-.nz«"tdoa~ un• pobl.ación de 3 H 10 ·"4 ufc/m), notablemente 

inferior a la alcanzada por la leche testiqo,la cual lleQO a una 

poblaciQ-, d~ 7 H JO ·""6 ufc/ml. 
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flGUAA' 1: ··crn:Nrn TOTAL lJt:. LECHES Jl.Ll'WCENAO/\S OUfHtNlf ~ y ti OIAS A /~'ºe. 

2• •a 72 

/ 

96 

/ 
/ 
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--· ·--, 

'· LP activa 
(6 d(as) 

120 lb~ 

Tienµo {horas} 
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FIGURA 2: CUENTA Of M.a. PStcnornoru;os Erl LECtltS ALMACENADAS OURArH( 

4-Y 6 DIAS,A t~ oc .. 

/ _,,,, 
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--·- -
------ LP activa 

(4 dfas) 

ds 1~0 

TESTIGO 
(6 dÍas) 

LP activa 
(6 dl'.'as) 

14~ 
Tiempo (horas) 



E:n el c~so de leche-11 ~ll'mc~h~d~b· he..9la po,.- O dÍcl.s~· :tr! ob:u:=rvb que 
: ·;' .' ._·- ._. -._ · .. ' _:_ ·. ~: .. ': ·-: - . ": : . ·: 

l.s di~mi~uci~:::-~lca~o:'"";l~-.en-'~·~.·~~~n-~-~ p~ic~~i,.l~fica--'~u'··~.,_~'-(.; 4 ,¡· 

10 ~4 ~fe>~~'; e~:~·¡-~;~-:¡.:-~:~·h·~.:· ~;~~'i ~-:~J·~~ "?k~-~·~·:/~~ ~~:i· .. ~-i·¿;: '.-~~~~--:~,i-.f~~-e~~i~ 
de.; t~;e~,-: ~t~:\~-~-::1 ·ci~-~~ f~~-i·c·~~: ··en·:.~.:~-cO~~-~r'~-~-i··o·~:::~¿;-~·:~-1 ~~--f~~t,-~ ---te-~ti Qo 

:~:z:~1~"'~Ic:[-ti~:f~·:jÍ,~f~1jc~1l~~~~;;.~~'. 1;~:i~Ji:1I'~j~; :ii::1t 
quP 'r~f~:;~. !t~r;,i .. ~~-:~_·_:-.·~_:;~-.}-~·-::0·. fli~~' if~i:~~~;~l:h~:~\;·j~t~~e~;~;;,-.~~~;~-~,~~- ~or 

,', O" 'A •• ' <J:~,i ,,,_~ ,~;¡¿,, "·).:,;-t~_7,.:~.-~;f~C'.""'·:·. ·:,;~- ,' ,. 

b~-~toni;~- ,-,~~·ª'!'.f~~~ó~;~:~·-~éf.~-~5f!:~¡~~~.f.J~·~~;T::-.·~:\;p:~;~-0F~r·~·.·~~-~~~:~.~~-.::! con una 

• m~i d~;¿,'~ ·~~ /al. f~i~f~;~~.\$~~~;,~;~%~;\~~1;;~f~"1¿ d~_.; .. t;; ... El .. resto 

-~ e~-ti. ~iJm'p~'t~'ifidÜ~ por-:-,:Flávcibl'cter¡_i ~~-~-~~:fistn~~'?b~~t_e~ ~ _:_ Achr~omobcter: • 
, ·,._. ~c-:::~.;.-:J-C~\: .• ~, .;.._·. · ,_,..._._._ 

,--;-Al:~~-} ~Q~ri.~~.i~~,·-:~-~~:.\¡,:;-;;~~~-~t~_4¡·~-- ~~t~~sf¿;~~~~:~~;:~,~:~-~~~-¿~o --~~:.-~~u~'. :1 ect)e~ 
-i ~~~~~-i~~d~:~~~~~'~l~:.i·~~~:~~:~'·~:~·~~ ~¿w:. ~~'l..:' rr~1-6/~;::~~~:: ~·~~:'.-3 :-_~/~·~·,:,4 -~~e 
t~:2'~a·~;~~ :·_ \_Co~. ·: ?i ~.te"'" fSc_f_~pe~·p~k-i ~~'aa ·,}.::" ·p·;.:~áe~tab-~n unl'I 

_r~duc<;ib-1~ de 2· ~ ct~lo~-= ~{~·~~~-{{~}~'~;-~;~~~~<·~~\- }~·~1:--~;~:t:~-~~~~~~~ -de-~ 
microoroani~mo!S al ,'5egundo -día. con v~'lC1t-e·~- d~;~~~i,6f~ ~t'~-.-0,~~j-~C:-j~{, .. , 

.·. ·.'.', - ... , '· ¿'.,'' 

mientra& Qll@' en la~ leche!I ein t;·atamie~tci·.-LP •. ·_l.a ,~~,~~~~~~6-- :"a¡ 

9eaundo día !le veia aum.,.ntt'lda en 1 ciclo lo9~rítmiCO --<43>. Esto!I 

hecho~ coinciden perfectamente con lo encnntr~do en el pre!lente 

estudio, con lo Ct.1r1l tambi6n ~e confirm~ la n1ayor su5ceptibilidad 

de orcani~mo~ p5icrotróficos al !li9tem~. 

El sionificado de e5ta disminucibn de microo~Qani5mo!I medi~nte 

impor-tar1te- ya que- e-:.císt.en 

evidencill!I e>1perimentale!I qu., indic~n que bacteri "'!I 

p!licrotrOficets l'll •lcl'nzar qrilnde& pobli111cióne!I, producen enzimll!I 

protenlÍtica!I y lipolltic~s qu~ resisten lo!S !IUb~ecuentee 

por lo t~nto 
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productoo deri vado5 de l"eche it1unque l a9 bact.er·í o'!IB que 

produjer:on las _ enzimaS. hayr1n 

procesamient~ <29, ·35, 36) 

durante el 

1.1.3. Coliforme5. 

El grupo de blllcter"i a5 col i forme& es ,..¡ tamentle!' sen si ble a la 

i!l.CCÍOn del : si !!temi!I LP, eierci~ndo5e tu>bre ello& un efecto 

bactericida tal como 5e ob5erv~ en la f ioura 3 que reparta 

cuentA. Estos dato5 concuerdan con loe repo~tado5 por Bjor~ (1) 

p~ra estos microoroani~mo5. 

E:n el almillc~naimiento por 4 d{~a ~ti' p~rtiO de uno cu~nt• inicial 

de 4 H 10· .... 4 ucf/ml y la dl~minucibl en l• leche .actiVada ful> de 

aproHimdd~mente un ciclo logdrftmico c~d~ 24 horas. En contr~5te, 

la leche testioo alcanzó una población de cerca de 1 H l(l,....b 

ufc/ml al finalizor el almacen~miento. 

Reciente• descubrimientos reli'1cionado5, revelan que 

'5U5ceptibilidad col i fonnes (particularmente 

diversa5 cepa& de E~ coli) hacia el sist~ma LP ee mayor que lft de 

otros tipos de bacterias. Las causas de esta diferente respuesta 

la acción del sistema han sido sido ~olo parcialmente 

elucidadas. Enlre ellas, la pr~5encia de arupos sulfhidrilos 

el efecto antibactel"'"i ano se ha demo!ltrado que e~ determi niflnt.e 

la susceptibil1ded etthibidd por un c.Jeternoin~do orgdni tuno. 

"rever~ible" <enzima) el cual invierte la inhibiciOn de la 

olucolisis1 ~ste cataliza la O>id.:tcib-1 di!!' NADH, !!'" pre~u!'nci,.,.. di!!' 
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. A 4 "c. . 

' ' '-, 

z4 

' ' ' ' 

_.:.--· 
-----:-•--": Te!ttlgo 
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OSCN- (producto intermedio de la o~id~cie.-d- E~le fMctor &e ha 

aislado en cepas resistentes y se.h.:. encontrado au9ente en cepas 

&lraceptibles (6). 

Por otro 1 ado. el i ncrl!'tnento de 1 l'l c1.1enta dP col i forme a ti erie 

como con~ecuencia el desarrollo de propied~des indeseables en 

leche• el principal es ~l desarrollo de sabores desagradable&. 

En oeneral, : eol g~nero Enterob"'cteril\Celle ae reconoce por 

capaz dt!' ferml!!'ntar i"Zllcare& Cgluc::osa y li'lc:tosa) ,.~diante el ciclo 

m~tabOlico Embden-Meyerhof-Parnas, y de producir por diver~aa 

vi as metabOl i Co!lll'• una or~n varj edad de compuesto& der·i vado& del 

ac.ido pir~vico, tale5 como acido lórmíco, ~cido lActico, ~cido 

!iltcclnico, ~ido ac~t1co, 2.3-butl'lnodíol v etanol, ~ntre otros 

(-45>. 

De aquí la importancia del sistemA LP pre~enir el incre~ento 

en la acidez de l~ leche, resultado del metabolismo de este y 

otro~ alneros susceptibl~s. 

Para el •ltnac:enamiento llevado hasta el seHto dfa ~e encontrd que 

a su t~rmino la lech~ testioo conten!a una poblaciOn de 10~6 

ufc/ml, mientras que la leche activeda con el sistema LP 

de~eendió haata cuenta der J0·"'2 ufc/ml. E•to es, una 

diferencJa global de 4 ciclos looar!tmieos entre ambas. 

1.2. C~mbioa Fisicoquimicos. 

l. 2. 1.Ac:idez. 

Las leche' utilizadas pard lo~ dia~intos tratamiento& presentaron 

une acidez mediad~ 0.14: O.OJ X N:ido J~ctJ~O (m/m), al inicio 
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del almocenamiento. 

Lo5 cambio9 debido& al ¡.\macenamjento y A la l\Ctivación del 

9i5tema. !Soe pre9ent&!;n en la fiQL•re 4 • 

En el "lmacenamiento durante 4 di as e 4ªC, la .leche ectivada no 

pre9ento elev"ci6n 

incrementb unicamente 

inicial. 

el nivel :de acidez. La leche teetioo 

7.14 r. con reepecto su nivel 

En el al macenfllmi en to dur"ante b df a5. l LH~ di ft!r'er1ci ou• .;\l Cñnz.ad.r-s­

al 5eKto d{a fueron m~~ noto!'lbles. L• leche reactivada cc.ri el 

5Í5tema LP t'-1.tmento !!iolo liaer111ment.e !!oU por"c~taie de acidez ha.ata 

la leche te~tíoo e5te incremento ee 

hizo tU~n~ible pi!lrt.ir: del cueirto día de ¡;o.}rrii'cenRiinir-nto, 

a)t:Anzando \.10.?l L".Cidez finttl hasta de 0.~4"/.. 

Lo!!o dato!!. obtenidott conc.uerd.an con 1 os reportado& por Mendaz~ 

(34> con re5pecto la leche testioo. Esto d~bido las 

poblacionee microbien~e ~lcanzadd• al tlr~ino del almecenAmiento, 

lo que oca:5iona un incremento en la acidez como re,.ultado de la 

ut.ilizi11ciOn de lacto5e con p..-oduccior, de Acido. En estudío!5 

llevados e cabo a gran escala, en lo~ que ee ha utilizado el 

•i!5tema loctoperoMid.!<ea para preserva,- la calidi!ld de lect-ie crudtri 

en condicione~ adve,-sa~ en paise5 en de~arrollo (Kenj&, HeMico, 

Sri Lbnkt'I.~ Péllki!!lt<"nl • Reiter C43) ha r"eportado 

l.!'ls !!lev...,da9 tempere.turas de n1t1nejo de h<.\sta 37'"C, el ~istem,pi 

l!fect:ivo en r~to"llrd"'r 1:-l desiJ;r·r·ollo de l'lcide'%. en lo111 lr;oche-. La 

leche LP-estabilizad~ ese estudio, desarrollo oumeonto de 

13.3~ en 8 horas, en conlra!5te con la leche con~rol aue pre5entO 
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un incremento di!! 624 con respecta: a -.l~.-~S~_dez·. i~icial. ~urante 

el mismo tiempo. 

Es intere&ant.e notar. que el efecto. prl!!!le,.vlitivo no ee o'!'tilr"ibuyd a 

la reduccib1 de la flor~ Gram-neqativa, !lino má!I bien a la 

supresit:o del desarrol 1 o de ii'Cide;: por· bacteri aa be ido 1 c\cti cas 

<41). 

En el c11so: deo la leche élctivada. el incremento de l!tcide:c 

m1 n1mo debido al ~fecto de las reactivaciones periódicas, con lo 

que 5e loora dieminu1r la cuento bacteriana y por tanto retardar 

el detl!'ri oro de 1 a l pche. E~to ocurr~ porque el i On OSCN-

producido por la ~ccit:n del Sl5lema LP. actúa ~obre las 

bo1:1cte,.-ia9,. oHidando las enzi milis que cont ien~n orupos 

!:tUl fhj dri 1 O inhib1&ndo proc~~o~ tbn lmportanle5 como la 

olucOli!!ti5 y la re5pir¡ii.ción celular lal como se hit menciontodo 

anterior"'mente .. 

E:5 preci:10 indicar que ilUnQL!e al momento de planear el e-e.t.udio &e 

pensaba prolon9ar el almacenamiento ha5ta el octavo d{a (ver 

cuadro 5>, el momento de p~steurizbr l~ leche te5tigo, la ac1de? 

alcano::ada de 0.61 % dP. llcido Jactico y po5iblemente l~ 

proteol i si 5 re5ul ttrido del deterior"o bacteri &no, 

sever'a5 que cau!!laron la cOaQulacibn de lc.'1 protefr1.rt. 

fue,.on len 

El hecho de 

no contar con leche tf."stir;io, desbi\lcmc:eci.rÍi'< el e>•1p~rim~nlo <v~r­

di~eño e~pt:!'rtmental>, i'11:oto Aún cuando l• leche e~l.11bilio::ada por 

e-1 :1i5temc"l LP ofrecie5e propi~di'des tiipt~s para su pesteurizacitn 

y Poster-ior ut.j l io:ac10n pi'lre el i!'boriar yogur"t. Por"' el lo l,,_!!t 

corridas a 8 días de almacenamiento no ~e han incluido .. Lo 



Anterior es justificable si tiene presente Qlle, el objeto 

prímordial dt!>l estudio BI!' traduce l!'n evalu~r hasta que grado ~5 

factible estt11bilizar la leche cruda mediante el &i~teml'I 

lactopero~ida!la, 5acrificar •u funcionalidad en 

elaboré'lcJOn de- derivado!I, en e~te caso yoourt. Por lo tanto. en 

ba!le a e~te criterio y a los resultados eHperimentales, las 

corrí d•• ob"t.eni da!I pAr• B d{ ,.s !le conei derillron fL1era de 1 oe 

objetivos inicialmente planteados. 

t. 3 Cl'lmbi os Enz i matico&. 

1.3~l~Proteólisis y Lip~lisis. 

La 6ctivid.ad proteolítica en las le-cheos almacenadag !le mue5trC11 

la figura 5. E5ta actividad fu~ medida por el incremento de 

Qrupos amino libre!I. 

AmbaD J eche!I nn1estran· con.po1·tt11mi entes ei mi J l\reos loe dos 

almacenamientos y a r:i~sar de que la diferencia no es muy m~rcada, 

la leche activ~da con el !li~tema SP- mantuvo por debajo de lt11 

empleada como testiQo. 

En el al meicenl'mi en to durltnte 4 dÍa!!. la dí ferenr::i • Pntre l t'I leche 

no tr,..t~da y la leche LP-eictiva fu~ de C11pro,rin111!ldamente 0.035 mH 

de r.IH 7 mientrc.~ que- al seHto d(~ e~ta difer~nr:ie f'.ut!' de O.OS niM 

d~ NH., 
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FIGURA 5: PROíEOL!SIS EN LECHE AL•'"CENADA OURANTE • Y 6 DIAS A 4 ºc. 

ff"1 NHz/l 

.... •restlga 
~ - (6 dlas) 

0.30 _.i..P .actlva 
_ - (6 dlas) 

0.20 

0.10 
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FIGURA 6: LIPOLIS.lS DE LECHES ~LMACEllADAS O!JRANTE .• Y 6. DIAS A 4 "C. 

meQ/l 

tzs~r~~> 
~·.---. _-,-- '--~ _ - ~ül 8ctiv·a 

- ·~;:-~·~:- 0 

• (6 d!as) 

(4 días) 

·. 

Tlempo (dfas) 
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Er'"a de esp_erar_!'e qu~_ la protebli'~jS en' la leche te:~tiQ.O fuera más 

dicentuBda, )"tl Q'-te "portir.-del >:·~u~-;-~o'.:d:'i.~~,-,~:;-- ~i~a~enamiento ll' 

ufc/ml, poblaciones 

- ' . - ' ' . . - ~ - --· - ;: '-.- . ,-. -· . 

p5Í~ro·t·rófica5'. 5~br~Pa9ó. el _.rango de 10"6 

que h~n,· ·sid~- ~-~~Or~~:~·~:(-~ por. Van (52) 

cuenta de bact.ef"ia~ 

··:--: -, -· 
caust'lnte5 de prot.~ól i sis en l ~ J eche. L:~~-·- C.29> . ha revi setdo la 

1 nformac:iOn referente a 1 l'I proteoli si 5 ·_: cau511da por beicteri aa 

psi crotrOfi e;._, leche. º" lo repo..-tado "" la 

literatura, cuentc!'s de P5eudomonas Y: Aciiietob('lcter ceorct"tn~s 

J0''7 ufc/ml pr-odt.•cen concentr•c1.ón~!S liprecí abl e~ d~ prote1naseis 

capaces de degr~dar las 

por FlavobdC:terium 

la proteir105~ de 

p~icrotróf ic~ <no 

pe~o mol ecu l L'lr 

10"'6 ufc/ml. 

En el ca!So de 

flord p5icrotrbfica 

hidrol izdir 

tan elevC1dos 



ó3 

y 10"'8 ufc/ml. Mendoza C34) s~~al• 

1 i mi tante el 5L'lbor amaroo, encontrado en leches con' cuenta 'de 

P!!oicrotrófico5 superio,..ee a 10·"'7 L•fc/rnl. 

La actividad lipolÍtica qu~ 5e desarrolló en la5 leches cruda9 

dur~nte 5U almacenamiento se determino por lb presenci~ de acidos 

Qrasos libres y 5e pre5enta en la fiQura 6. 

En el <!fil m'°'c.énanii en to du,.ante- 4 la di fer·enci B entre 

11mb""5 }t!'ches e-5 mínima. alci\nZbndoee una concentf·acidn m.!i.,4ima de 

2.5 meq/l correspondiente a una población p5icrotrófica de 10"'6 

ufc/ml. 

E'.n el Ci150 del almace:ni21miento prolonqcdo a b d~.,~. 5e ob~t:rvd que 

la produccib"'! de ~cido5 ora505 libree en la l~ch~ te5tiQo alc~n~a 

niveles superjores 3. S meq/l mi entra~ que en l t\ leche 

LP-activada e9tos vi21lore5 perman~ci~ron por deb~jo de 2.5 meq/l. 

Esto5 resul tado5 proporc1onan evidencia para a.f i l"'mar QL•e l A 

lipól:ittiS se ve reteirdc.d~ debido a lei inhibición del credrr.i~nlo 

y ~ctivídad de la flore microbiana de Ja leche, principalmente 

la de oro~ni~mo5 psicrotrófico5. 

2.- EFECTO EN LA PRODUCION Y ALMACENAMIENTO DE VOGURT. 

2.J. o~sarrollo de acidez. 

ConcluÍdo el al rroC'oCen.¡¡,n,i en to. 1 a- le-che fue.' pei~teurizada 

inoculada para producir yoQurt. El incremento en la ~cidez 

durante 1~ fermentacion 5e ob5erva en -le fiaura 7. 
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En ella se pre~enta como los lotes de leche almacenados dl.lrante 4 

días. el,,: ser inoculado!I., tuviert?n un desarrollo de i!!lcide:i:: muy 

similar, el cual fu• medido de9pu~s de 1. 1.5. 2 Y 2.5 horas de 

incubación hast~ ~Jcanzar el porcentaje de acido l~ctico 

r~comendo!'ldo. 

Al t~rmino del alm~cenam1ento durante 6 d{as., la bCidez de los 

lotes fu~ m~rcad~mente diferente, ya que mientr~s que lo l~che 

activada con el &istema LP contenía un 0.15 X de ácido Jactico, 

la leche utilizada como _testiQo presentaba un (1.25A. Esto 

oca&ionó QUe Jos niveles de •cidez no me des8rrol1aran del~ 

mi sma manera. 

Pera •1 canz~r el (l. 65% de ~ci do l i\cti co requerí do, fuer·on 

necesaria.s 2.5 horas de incl.•bacibi en la leche almacenada durante 

4 dÍas, mientras que para el de 6 fueron necesarias 3.5. Apa...-te., 

la velocidad de producción de .6cido lJictico no sÍQue el mismo 

patrOn para ambo!5 tr.atamientos. tC11l como lo n1uestran las curvas 

incluida!5 en la fioura 7. 

E'5to concuerda con lo reportcido por Zal l (5~) que i ndi Ct'l Que 1 o 

vel oc:i dad de crec:i miento de lo~ c:ul ti vos de yoourt en la leche 

tratada qui mi c:amf!ntE>. decrecP. conforme- prol onQl.11?' ~l 

almac:enam!ento. Adema~ ha de-mostri'\dO QU" la acción 

proteol Ítl ca qeneradt!t. por la flora psi c:rolrOFi ca durt:'lnte el 

l!llmacenam1ento. tiende a estimular la velocidad de prodvcc1Co de 

&:ido l~ctico 

Streproc:ocos 

cultivos ~rranc:~dore~. 

y L .... ctobacilos !5pp u~ados c:omo iniciadores, 

reQld erem de ami no~ci dos i!~pec:Í fi e os proveni entf!s de la cti1~e1 nf\, 



bb -
-·i- ', ' 

!Hendo el vc1.l ína. ~equido por 
•. -', ... :· ;· ·:·: ' _- i;;.-· 

ol i cina. :ademb d-~_·'otro_s re~ue,.j mí-;ntc;!s": ¡,\'.í~;..\Ci_ofl~_l e~·~comPi_eJo~, 

::::~:;t:~2i,_;:::~~ó:~l:~~~:tiLi~~1~~~-~fL-~~::¡iol::to::rbono 
en á~ido i', i1Úh¡, \,~''.:;,i~~ c'.Wl~;~4!(o-~~i'. .~i;i~L•~n ,un mmnismo 

. :;:::~:~i~~~l211,~;~~;;~:¿f ::·.::·:,.::-:::, .. 
cabo 'p'c;;..-xJtas~nnb5':-~,;fi'Cfen-~'t;e: -'¡;~~eCi~·a1·n~~nte·. e en St~~ptococc'~; ~p·p •. 

,,.;. ,,.. . -.' ·~; ~ ·- .. ·; ··; \; 
- - E5to -~~~:~~~~,~~f/i·i;~~'{d~ ~~d~~-~,,~á~~'~·5·r·-~ .·_->-.·:-_,_:·~ --··- _ 

1 ;f-, B.:;'.~~a- .:-."c:apecid.;d -:·~~-~->---'~-~~d~-~m;~-~""· g~~r-a<·~~ti ·1}z~·r. · 1 ir'C,tát? <~5> ~ 
. 2.·-. ·a-. la -~-~-~i-~·ida~::_:p~-Oteol·¡·~·i·~~ sobre le C:e.~eí_n·a Que .oeon~r~ 

., 
c-ó~~-e;,t;."-CY~nes'' t\Cfecl1-i.d~s de amino.iC.{dos v péptid~-5·~ o-0(' 

PC:u~"- f~------q~_e -~e -refiereº a· 1 a-= prOci"uCCi On .de éc-i_dó--Yt.C~i co~-dur;_cl~teio 1 a 

fet:"meÍlt;acibn se puede ;.preciar en ta fiQur"a 7 el hecho de!- que 

los patrnnes s~quidas por leches tesfiqo y tratadas fueron 

.diferentes. Le. leche almrric:enada_ por 4_ dÍa!!I pre5>entó un acelerado 

incremento en la acidez y alca.n::O el contenido de ácido deseado con eficiencia de c~si un 304 mayor que las leches 

almacenad~s 6 di' as <testiaO y trat_ada>. 

Es po'!Sible que estas diferenci~s est~n asociad~s a do~ diferentes 

mecani!!lmos relativos las interaccionea ecológicas entre L. 

buloaricus y S. thermophilus .. Por··un ledo, la concentr-ilcib-i de 

p~ptidos, aminok:ido?S y ácidos Q.r:".ª~?5 debida a la acción de-

olmacenad~ por ó dfaa. 
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contribUYl!t reterdar el desarrollo de ftCidez l eche5 con 

activid~d proteo-lipolltlca de 6 dfas. que la fermentaciOn a 

45•c favorece el crecimiento de- L. bulr;iaricu5, tal como lo han 

demo~trado Ham'°'nn y Harth <2~>. El cociente de s. thermophi lu5 a 

L. bulgaricu5 obtenido dLtr<!'lnte- li21 fermentil"ción de leche enter• 

e •t::rc ha sido de 4.1311. Por tanto e~ po5ible Qlle la utilización 

de gluco5a: a pH'~ lioeramente inferio,..es, aun.:odo a una mayor 

actividad protl!'o-lipolftica se vea disminuid.s para L. bulqaricus, 

particularmente al inicio de la fermentt'citri y como re!:iultado se 

obtenoa una fase log~rf tmica antes df:!' que ~e empiece a producir 

acido láctico en b~9e equimolar. 

A su VPZ, la leche testiQO mantiene un jncr-emento de ec1dez. 

4decuado. debido a que, por au l'llta cuentEt de microorqanl smo5 

psicrotrOficos, convJ. erte e>1cel ente s1.1!5trato para S. 

thermophilt.t5 y L. Quloaricus. E!5to es debido probC\blemente a que 

los p~i crotrCl..f i cos l 1 ~van ~ cabo una proteól i sis e ont { nua • 1 o que 

incrementa las cantidades de compuestos nitroqenndo~ 

aprovechables, estando digponibles para l.!ts bacteria lacticas 

<10). 

Por lo que se refiere la producción de ac:i dez del yoqurt 

a)mbcen~do a 4ºC, es n~c~sario re!5altar el hecho de que h~~ta el 

octavo d!a !!le encut!ntr.!11 t.in<" rell'lc:iCn c ... til l ineo?il tanto le!Chf!-5 

LP-activ°'"'s como testioo, t~l comos~ puede.o aprecio?ir en la fioura 

8. Sin embaroo. las leches te~tjoo. ~ p~rtir del di~ 8 presentan 

acentuc-do j ncrement.o ~n acidrz en comparaciOn con las 

leche!t LP. En este sentido, es probable que eol ·~Ji!5teml' LP 
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FIGURA a: lNCRf:~íNTO DE: ACIOCZ DURANTE (L ALrlACf:NllMIEl/TO Ol:L YOGURf A 4 °c 

( 

. (LABORADO CON LECHES ALMACENnOAS Ol/RMITE 4 Y 6 OIAS. 
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con ti n(llC' preeente en ~l yoQurt al macen a do v dada la i .. n_ca.Jl:acidad. 

de b!!.cterias bci do-1 t-cti ces para i..íti 1 izar 

<catalasa-neQativas) el sistema se~ autoreactivado conforme 

se cenera H 2 0,. endooeno,. c:aus~ndo una auto-inhibición, hecho que 

a su vez ha '!Sido fundamentado por Rl!"iter (43>. En baee a e~to, 

t'lllnque- al t..&rmino de la fermentaciOn los nive)e!I de acidez para 

los di ferent'es tratt!'llmi!!nto!I fuP.r~n ceosJ ~timi.lares, el si!Stema LP 

de-finitivamente tiene un efecto que prevalrtce despu~s de lo11 

fermentaciOn y Que se manifiesta l1n1carnenle a bC\ias temper·aturas 

pero no dl1rante 1 a fermentaci en. 

3. EVALUACION SENSORIAL. 

Los resul tadoa de la evalu,,.,ciOn tiino?Ol i:o:Ciron 

!leparadamente para c¿..,da ~tributo, si Qldendo el diseño 

eHperim~ntal previamente de~crito. 

P,.-evio el Anal i si.~ de Va,.-i enza <ANDEVA> corroboró 

~Histencia de homogeneidad de varianza medi~nte la prueba de 

Bl'lr""tlett ba!So!'lda en el hecho d!! qu!!' las vr..rj¿u·1zEis e~per""iment.Eole!I 
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CUADRO 61 Prueba de homoueneidad de varia~za (Bartlelt) por 

ti1tributo 5err-sorial Pn yoaurt l!\lmacenado_:_baj_á,_r_~fr.io~r"-ci~ •. 

ATRIBUTO 
SENSORIAL 

acidez 
4 díaer, 
ó días 

~maroura 

4 días 
ó dia.s 

rancidez 
4 dÍl'I& 
ó diieiis 

0)1;Í decidn 
4 días 
ó días . 

VALOR DE 
llARTLETT 

0.54 
2.0ó 

15.51 
JB.99 

S2.ó9 
41.!ó 

12.53 

. ···"" ,·. 
VALOR CRITICO;,,' CONCLUSION 

x ~- (0. 05).', b··_ . .
2
• ~-ci.i~.'f.~~~ .• r,~;;. t:.":_ 

':;;::;·o'._ '"·-.;;--.·.-;,·:-;;;: •. - --

~;:;~;:: ~i l~~ffa~~:~ 
. ''· -_;- .. · .~;:·>f;··, ~~~~~jo:;_;~~~> 

¡-~-:-s·9~ .. ~ <~~;~;~~\~~ Hói,: ~:~Cha~ar 
_1_~::?.9~ ~~~t~-~~~· rec:hazBr 

':;'.{·; 
·>:;;_,:.:_-_.;_'.¡:~,,,~ =-.:;~--~ 

--12·~·592'¡f. ,'>·-· ;'Ho1 recht1z:ar 
f2·;· ~92\ :(;·~''.;~"> :·t{cu recht11z ar 

'i;,·~~.~.'.~,;,j:. ~'~,)\: '.:·~·-:·-~. 
., .:.i-''·. 

TIPO DE 
ENSAYO 

oer~un~tri co 
paramétrico 

no param~t. 
no param~t. 

no param~t.. 
no p.er-amtst .. 



(56). 

En el cuadro b 

Bartlett,para cada i!'ltributo 

SABOR ACIOO. 

En el cu~dro 7 ~e pre~enta el 

los re~ultados de leches almncenadas 

105 valores de F, tanto el 

PDr" 

dÍ a~ de 

~l mi!'lceni!'lmi en to rf!'sul taren f-uentes de vari11ci On si gni 1-i c~t i va~ 

sobre la acidez sensorial del yoourt. 

Por lo Que re9pecta al~ leche aJmacenadá 6 dÍas,el cuadro 8 

incluye el ANDEVA p~ra djchos re~ultados. Al igual que en la de 

4 d-Í as, se- obtuvieron diferencias significa ti vas 01·i gi ns.das po,. 

el uso del sistema LP así como por el tiempo del yoqurt. 

El de~arrol lo del sabor <lc1do en yoqurts elt!'lbo,-ado~ con leches 

~wperimentales alm~cenadas por 4 y 6 días se presenta en el 

cuadro 9. 

La prueba de Dunc~nn a un nivel de s1gnificancia de O.O~ indico 

QL1e e>iiste una tendencia al &umento en la acidez sen~orial tanto 

para la leche tr""t<'!ldb con !!>l sistema LP como parif! la l ect1e 

testigoª Así mismo, existen difcrenci~~ siQnJfic~tiv~3 entre 

leches trL'\tad~s y no tratadas QUeo !!e mant1enl!"n para cado período 

d~ tiempo. Pese a que no ~nalizaron simult~ne~m~nte los 

re!!ul tados pl'lra las l eche5 i:\] mi'lc:en.adaa durante 4 y b df as d!!>bi do 

ei Que Jos períodos de muestreo fu,..ron difPrente• para Cñda CC\SO, 
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CUADRO 7. Cuadro de Andeva para la evaluaciOi !!en$orial dt=-1 eabor· 

ácido en yogurt de leche almacenada 4 días. 

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUA!lRADO \IALOR PE 

\IARIACIDN CU<\ ORADOS LIBERTAD MEDID F 

si!!tem.ill LP 26.67 26.67 7.008 * 

días de 

al m<!!llcen11mi ento 124.94 2 62.47 J6.42 * ...... 

i nter"'cc:i ón (1;35ó 2 0.1782 0.046 

er,..or 20~.51 54 

total ~9. 

~ < o.o~. ,, "' 
_:_ .. :__F-_~_,_ <1>- 1-·-s4-·.,--úl~-fi6• • _4.03 

p < Cl.001 
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CUADRO 8. Cuadro de Andev• para f!'Val uaci ón sen~ori al de se.bor 

ácido en yoourt de leche almeicenada ó días. 

FUENTE DE 

VARIACIDN 

aiste:ma LP 

dieo.s de 

al mc-ce-nami ento 

i nteracci tri 

SUMA DE 

CUADRADOS 

121 .. 84 

396.20 

2.51 

234.77 

total 755 .. 32-

GRAOOS'DE 

LIBERTAD 

2 

2 

54 

1.23 

4.35 _ 

0.20 
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1 o c:ultl ,no Pr!,.mi ti ó conformar todos lo~ dato9 en el mi amo er.rr~oln 

e&tadístico, si fue posible detectar el efecto de la diferencia 

de dos días de almacen•mir-nto previo de l~ leche -;sobre 1~ ec:idez 

sen~orial del YOIJurt elaborado. Se ouede apreciar Olle en 1~ leche 

de 4 dÍaa el aieterna LP no tiene nin9un efecto ~obre el 

de~arrollo d~ la acide~ con re5Pecto a l~ lech~ testiqo Y la 

acidez aumen.la e-n forma proporcional en amba9 leches a los 5 y 7 

d{ a!t de almacenamiento4 En contraste con esto, 1 as leches 

almacenadas 6 días, s1 muestran diferencias asociadas a la 

presencia del sistema LP y ~1 tiempo de almacenamiento del 

yogurt, tal como lo demuestran los dato~ del cui!tdro 9. 

En este sentido es interesante remarcar QUt= la acidez titulable 

presentó diferencias ~5ociada5 al uso del si &ten.a LP en 

-c:ompc-rac:ibn con leches no tratadae.. Ademlis, coinciden con los 

resultados sensortale-s en el sentido de oue las difere-nc:1as se 

ac:entuf\ron mt.s claramente pC\ra laB le-che~ ieolm<."lcene1d.;rr.e 6 dfae que 

pari'I 4 d{Bs. 

Cabe añadir que el desarrollo de acidez para leches almacenada& 

por 6 días se viO marcadamente aceler~do cu~ndo se le comparó con 

el del yogurt, de- J.eche de 4 dfa:s de alm.,,cenamiento. 

Adicion~lrnente, el efecto retardado para l~ producción de ac:ide2 

l!'n YOQL1rt-LP se encuentre. en aCL•erdo con los datos obtenid09 pai-a 

acidez titule.ble. Los niveoles de acidez 5P-n!lo,..ial .:.lc~n-::,:,ron 

SF."r inaceptables en períodos m~s corto5 c:unndo no se utilizó el 

si!!ltema LP. 
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CUADRO 9. Resultados de l l'I prueba de Duncann de NrJl i pi e RanfJO 

para el desArrollo de sabor Acido durante el almacen~miento del 

YOQ1.1rt elabor~do a par-tir de leches almacPnadas por 4 Y ó di"°':1• 

- LECHE ALMACE14ADA OURArJTE 4 DI AS -

tiempo Cdi"°'s) YDGURT LP VDGURT TESTIGO 

1) 7. 9f) 2.01'" 

10.98 - J .. 9Q 1
"". 12~39 

7 10.99 - 2.11 ... 

~ LECHE ALMACENADA DURANTE b Dli\S .:', 

tiempo (di as) VOGURT LP "\"OGURT 

o 7.00 - l. 71 • e.53': 2.24'" 
- . ., 

9. 7;¡ : 

ó 11.63 : 

<l> Se presentan medias y 

ob~erv~ciones eHperimentale~. 

<2> Medi 1!"5 5e>gui da5 bajo 1 a 

tr~tamiento, no pre~ent~n diferencias siQnificativa~ (p 0.05) de 

acuerdo a la prueba de Duncann de MultipJe R.!'lnQO CDMRT). 
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SABOR AMARGO. 

Par<" el an.ál i ai a de le pr~duc:;c~,ón-·de- Sl'lbore~ emarQ0'.!5 e-n los 

di fer entes yoour-t5 se si QLli 6 una prueba no par~m~tri ca para 

det~ctar diferencias significativas entre trl'ltl'lmíentos. E$tO 

1 i~"'Ó e cabo por medio de una prueba de f.."rusJ:al -Wallis. Los 

valores H obtenidos para los eHoe-rimentos a 4 Y b dÍaa de 

al macPnot.mi en to se muestran f!>n e>) cuadro JO. 

djferencias significativas Cp(0.05> entre los diTerentes yoourts 

.;i,l maceruuios, tuln cuando ge emplearon J eche!!!!I cuya proteól i !U s y 

JipOlisis presentaron niv~le~ elevados. 

Estas Mechas sugieren por un lado que el desarrollo de sabore5 

o.flci dos en yoourt en11u:tac1"1ra notabl ementt!' l ¡. pre5enci a de otros 

sabores indicativos del deterioro en~imatico y microbiano, y 

también d~n la pauta pc!'lra. ,.-ealizar futuros estudios emole~ndo 

jueces altamente entren.;ido!!5 c"'paces de di !!tcernir entre eabore!!5 

P-Wtraño!!I. La sensibilidad del panel utiliz~do no detecto esto5 

presente estudio encontr!iindose di ferrenci a!!5 

sioni~icativas en tt!>rminos de !!SC.lJor amaroo entre YDQurt fresco y 

yoi;:iurt ~Jmacenado y tratado quimicflmente. 

SABOR RANCIO. 

Er1 el caso dt!'l desarrol l D de !!5~bort!'t ,-,af1cio9 fque recue,.d.an al 

Jabtn), 1 O!!I re9uJ t"'doa par°" la prueba de- Kru!tkal -Wal Ji• se­

pre~enta en el Cuadro 11. Se ericorltr-O que las l ech~~ al m.illcenC1das 

ó dÍas sí pre!!5enta.ron diferencias sioÓificdtivas en t~rminos de 
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CUADRO !O. VALORES DE H PARA AMARGURA SENSORIAL DE VOGURT DE 

LECHE ALAMCENADA 4 y 6 D!AS. 

TRATAMIENTO 

- yogurt -de 
1 eche (4d) 

yogurt de 
leche C6d> 

VALOR H . VALOR DE'tX~2~:· . J':ONCÜJS!ON . 

-·- _-;-~~.~ -_.·_l::'.~:~~(;.T~~ ,•;;"-

aceptar Ho 
.(no h~y diferencio) 
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CUADRO 11. VALORES DE H PARA LA EVALUACION DE SABORES RANCIOS EtJ 

VOGURT DE LECHE ALMACENADA A 4 Y b DIAS DE ALMACENAMIENTO. 

TRATAMIENTO VALOR H VALOR 'x:l. CONCLUSION 

Yoourt. de leche 
-i dfa!!S e.o~ aceptar Ho 

Cno hay diferencia) 

Yogurt de leche 
6 d{as JS. 33· rechazar 

<si hay diferencia) 
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la pr""odl1cciOn de saibores rancios, , producto ·de la lipdlisis 
.. ~ 

al cl\m:ada. durante t!l almacenemi en to. EstciS· re&ul t~·do!t ··~e inc1i..Yen 
. .· "-··.-=··.o 

en el cuadro 12. ·· ;· -~/_~: . ~:: 

En rl cuadro 10 se puede i&.preci ar que el. ~f~~_to·;·-~-~1 _.~·;_i ~~-~·m·a 

realmente no manifiesta entre leches t~at~-~-as"·--;~~--t~'.~;~): ~? }i: ~-i·- se 

con~iderl\ independientemente cada periodo .,d~~_. -~ rn~éo;_tr~O' •. < (;··¡·~--
·:··. ' ''; .. 

emb.aroo si Se presentan diferencias 5i gni f i ca.ti va5 ~~oci ~dl!'\s :> &l 

u5o del ~i a tema LP y al al macen ami en to del yoour··t .. 

E9to se tradl1ce en que el yoQur"'t obtenido partir.de' leche 

estabilizad"" con el 5j5tema LP pl"'esentó menor rancidez~_--al inicio 

de su almdcenamiento que el elaborado con ter.he ~in tratamiento, 

al macen a do por 3 di ae., el cual presentó una vid~ de anaquel 

inferior. 

Lo=i. reo~ul tados !l1!mgori al es e!!'tén en perfecto acuerdo con 1 os. 

dcitos obtenidos para actividad lipolitica determinada 

QUimicilmente (Figura 6), en que la lEo lipóli~is alceinz.erida por la 

leche testii;io al seHto dia se vio consideri'blemente aumentad.., con 

respecto a la leche LP activa. Esto brinda una val1osa evidencia 

para e)lpl i car la naturaleza terrnorresi Eott?nte de enzj mag. 

1 ipol i ti cas producida~ por la f lorA psi crotrOfi ca. 

SABOR OX !DADO. 

Por· lo que- ge refiere al deaarrollo de s.:.bores o~idaodos, de 

acut:!rdo a la conclusitn par.:!'I la prueba de Honroqeneidad de 

V~r1anza (cuadro 6), se llevo a cabo un análisis de varianza de 

dos vi.as. El cuadr-o ANOEVA (cuadro 13) reveJo no di ferenci a5 
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5iQni,fic ... tiVa5·.en cu.anto • 11!'1 presencia de ~!5tos sabore5. De 

hecho en ~l c~so ,de.leches almace~adas 6 dia!! ee obtuvieron 

replicacione~ idénticae con desviacione5 5t6ndar iouale5 a cero y 

5Ín reelevancia estadistica. Se hizo evidente el hecho de aue el 

d~sarrollo de sabore'!l oxidado~ e-n J¿,5 mL1e5'tras no alcanzd el 

umbral sensorial p.!'ra ningt..tno de los Jueces. 

Los re5ul tÑ:joa de l ~ eval uo!llci On ~enso..-i i!'I) dejaron el gro el 

concepto de que el factor determinante de la calid~d del sabor 

del yoourt, definitivi\mente e!!- la t\Cidez que a medida que se 

acentúa, enmascar~ la pre5~ncia de alloe nivele5 de saboreD 

amaroos y oHidados. Sin embargo, los rancios llegan a ~lc~n~~r 

nivele5 significativos, aLin 

acidez, tal como se aprecia 

presencia de alto5 nive)P.9 de 

l~s figuras 9 a 14, tr~zada~ 

partir de }05 d~to5 d~l Cuadro 14. 

Los perfiles de 5~bor para l~s diferentes muestr~5 se ~laboraron 

51!!'Qún la metodologia recomendada por Stone (46). En cada ca~o ee 

incluye el control (yogurt fresco>. 
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CUADRO 12. DESARROLLO DE SABOR RANC ID DURAllTE ,El. AL11ACEl<AM I EtJTO 
DEL VOGURT DE LECHE ALMACENADA 4 V ó DIAS. 

- LECHE ALMACENADA 

tiempo (dias> LP 

o 7.53 - 0.0,9 .. 

5 

t:ie~po 

(1 

3 

ó" 

(J) ,.1edias y 

eHpe,..imentale~ 

C2> Medí as 

sionificativamente 
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CUADRO 131 CUADRO DE'. ANDEVA PARA E'.vALUACIOI< DE SABORES OK!DADOS 
EN YOGURT DE LECHE ALMACENADA 4 OIAS, 

FUENTE DE 
vARIAClON 

•i •tem" LP 

d{.,,. de 
al mace-na.mi ~ntc 

interac:cíOn 

~f"f"Ot'" 

TOTAL 

SUMA DE 
CUADRADOS 

0.069 

0.095 

0.006 

2.46 

2.-b:5; 

GRADOS DE 
Ll13ERTAO 

2 

2 

54 

CUADRADO 
-MEDIO . ._ .. 

':.-''.'. ··,-:· 
·c;;o~7 

0.0455 

VALOR F 

1·~043 

0.063 
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CUADRO 14. MEDIAS V DESVIACION ESTANDAR PARA LOS RESULTADOS DE LA 

EVALUACION SENSORIAL DE SABOR DEL VOGURT ELABORADO A PARTIR DE• 

Atributo ~ensorial y 
periodo muestral 

ACIDEZ 
periodo 
periodo I I 
periodo III 

AMARGURA 
periodo I 
per-i odo I l 
periodo 111 

RANCIDEZ 
periodo I 
periodo JI 
periodo I t I 

OXIDACION 
periodo I 
per'iodo II 
periodo III 

LECHE AL~IACEtJ,,D/\ 4 D l AS 

LP 

7.9((_ 2.or_ 
10.90: 1. 9d'" 
t(l.Q~ 2.1 r-

7. 75: 6~'-s.:r·\_:;,. 
7.89: 0.91• - -
8.54: i~4s--: --

7.53'.: 0:0'1 
7.50: 0;19' 
0. 1c._ 0;_95 

TESTIGO 

- --9.26 2.24•• 
-12;311 í .ó7. 
12.22 1. 70• 

8.4: 1.ó/ 
'8.5~ 1.56 ... 
7.ee f). 71t 

1.a:s o. 73"" 
e. 1ct 0.82'" 
8.42 1.83" 

;.s: o.o . 
7.5b.. 0.13• 
7.:51. 0.2~ 



LECHE'AL11ACEIJADA ¡, DIAS. 

Afributo sen9orial y 
periodo mu~stral 

ACIDEZ 
periodo 
periodo I I 
periodo rtr 

AMARGURA 
periodo I 
pt!-riodo II 
periodo III 

RANCIDEZ 
periodo I 
periodo II 
periodo III 

OXIDAClON 
per-iodo [ 
periodo JI 
periodo IIl 

mf!>diá& 

5.4B: .. 
9;73:. 

11 ;63: 

7.5 : 
7.S 
7.5 : 

seguidaa 

de mü.lt:fple r.!lingo di!' Dunc:~n. 

o;<t 
o.o·· 
o;o• 

bOJO 

'.,::.,:~·.~, ~ ';~;·,.'::> . 
di f~re.nt~ 1.}kei~~{·. 

--·--'-""--o-··-· 

<••> lo!!! período~ de mur'!'~treo para l~ !<!'Che de 4 dÍ,..·s fueron de 

O, S y 7 dÍa!3 y par.a las leches de 6 dÍa!!I de 1), J y ó dÍa!!I. 



FIGURA 9: PERFIL DE SABOR PARA YOGURT ELABORADO CON LECHE ALMACENADA A 4 D!AS 
AL D!A t:ERD DE ALMACENAMIENTO ( Periodo lniclal) 

Sabor Acido 

/', 
/ 

/, / 
/ / 

) ./ 
././ 
/' /. ,· 

//· 
.// 
/' .. 
/ 

/¡" 
// 

h' 
¡,,'/ 

Sabor rancio 
--Control 

-·-LP 

- -Testigo 
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f !GURA 10: PERFIL OE SABOR PARA YOGUff OE LECllE ALMACENADA POR. 4 OIAS AL 
QUINTO OIA. (Pédodo Il). . ' 

Sabor 

oxidado 

' \. ,, ,, 
"' -.:, 

~ ..... , ...... 

Sabor rancio 

Sabor 
amargo 

-- Control 
---LP 
~ _ Testigo 
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FIGURA 11: PERFIL DE SABOR PARA ~OGURT OC LECHE ALMACENADA POR 4 OIAS Al 
'SEPTiro OTA. (·Período ·II [) 

/\ Sabor' ~r.i Co 

Sabor Sabor 

oxidado ama~go 

Sabor rancio 

Control 
LP 
Testigo 



Sabor 
oxidado 

SS 

FIGURA 12: PERFIL OC SAOOR PARA YOGURT.OC LECHE ILMACENAOA POR 6 O!AS A OIA CERO. 
(Período 1). 

Sabor ácido 
A 

" '· " ' _,-.,>-.,,. 
·~ 

:__.,..-__c_~.;..-:--:~:f,-b~~~~~~-·~ 
.:// 
// 

:// 

/:~')) 
/). 

/ 

Sabor rancio 

Control 
LP ---_;,,.- -resu

9
o __ _ 

Sabor 
amargo 



89 

FIGURA 13: PERFI.L DESABOR PARA YDGURT. DE. LECHE ALl'lACENADA POR.6 DIAS AL TERCEf. 
OIA. (Periodo 11). . 

Sabor 

oxidado 

~·~ LP 
-- Testigo 
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F!GlJf!A 14: P(Rf!L OE SABOR PARA. YOGURT ELABORADO CON LECHE AlMAC[NAOA 6 OIAS 

AL SEXTO DIAOE Ali'IACENIU'!IEÍITO (Periodo final) . . . . I . ; 

I 

¡ '\ .Sabonlcido 

I 

I 
I 

\ 
\ 

·'\ I • 
Í \ 

\ 

\ 

\ 

\ 

- .. ~ Testi90 
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CAPITULO IV. 

CONCLUSIONES V RECOMENOACIO"ES. 

Durante el almacenamiento de leche cruda. 9e encentro Que el 

5istema LP redujo c:on5iderablemente la cuenta de mic:roorQanismos 

mesofilicoa aerobios, psicrotrófic:os y en un mayor orado~ los 

coliformes. 

Se ob!!!tervó tambi~n que /J pe9C11r del efecto bacteric:ida del OSC:N-

generado, la actividad lipa-proteica (presumiblemente de 

microorganismos psicrotróficos> continuó hasta el BeHto d{a de 

almacenamientow Sin embaroo, fu~ menor que en las leches no 

tratadas. 

La leche e5tabilizada mediante el ~istema LP hasta por b dfa5 se 

encentro apta para la elaboración de yogurt, aunque se vió que el 

tiempo necesario para alcanzar la acidez requerida durante la 

fermentación, incrementado comp&ración con leche 

almacenada por tiempos ma~ cortos. 

La falta de evidencia eMperimental y la escasa literatura al 

respecto para eMplicar e~te hecho, h&cen recomendable el llevar 

cabo futuros estudios para despejar e9tas interrogantes. 

La p¿rdida de calidad del yoqurt elaborado con leche almacenad~, 

estuvo determinada principalment: por el desiu"'rollo del sabor 

ácido, que mostró l~ misma tendencia que la acide:i titulabl~, 

as{ como por la actividad lipol{tica qL1e orioinO el desarrollo de 

~abares rancios. 

El sieteme LP redujo significativamP.ntw al e;ecto ejercido por 

e5to~ do5 f~ctores sobre el sabor del yogurt. 
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La actividad del sistema LactoperoHidasa es probable que, continúe 

ejerciendo un pfecto 5obre la flortti écido l~ctica del yogurt, 

aunque esto no se demostrb por completo. 

Los lineamientos utilizados para llevar a cabo la eva.luaici6n 

sensorial, resL1lta..-on de oran confiabilidad, a(tn cuando el panel 

no fu6 inteorado por jueces expertos. 

Es importante !!e;;' al dr que de los si !!ltemaa inmunolóQi cos presentes 

en la leche el Sistema Lactopero>tidasa l'lerece mucha mayor 

investic;iación 

estudio aporta i nformeci On valiosa, relativa al 

comportamiento del sistema LP, como una alternativa viable para 

la con~ervación de lecha cruda apta para la producción de 

derivados. 
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DETERMINAC!ON DEL IOM. TIOCIANATO 

M~todo de So,-bo rriodi ficado- (57) 

A JO ml de leche se añaden 10 ml de &:ido tricloro acético <TCA> 

al 21)'l., se aoita y se deja reposar our· 5 min. Se filtr'a a tr-a.ves 

de un pc-peJ Whatman Ho. 2 obteriiéndose un filtrado Que debe 5er 

tran~p~rente. De este,5e toman al/cuotas de 1 ml y sales añade 5 

ml de reactivo de Sorbo. Se deja reposar durante 4 minutos. Se 

lee la a.bsorbancia a 460 nm, contra blanco de reactivos que 

contiene l ml de agua destil~da y 5 ml de reactivo de Sorbo. 

La curva estartdar grafica por medio de concentracion@s de 

0.05, 0.1, 0.2, 0.4, O.b, 0.8 y 1.0 mM/l de NaSCN. 

Reactivo de Sorbo.1 100 g de Fet~O:s • 9 H::D en 200 ml de HNDs al 

óSY.. Esto llevado a un litro con aQua destilada. 



OETERNWACION DE GRUPOS AMINO L JBRES 

Metodo de Field~ modificado por Soadaro <28> 

Alícuotas de ~ ml de leche ~e tratan con 4 ml de dcido 

tricloroacl'ti<:.o <TCAt O. 72 N .. dejlwldol.eis repo!5ar durante 20 min a 

2s~c. Se filtr~n • trav~~ de papel Whatm~n •1. Se tomen volUm~nes 

de 0.2 ml del ~obrenadante y ~e mezclan con 2 ml de buffer de 

bor..-.to de potanio 1 M disuelto en NaOH 0.12 N (pH-q.2) y 

ml de ~oluciOn de- acido tr:inj trobe-n:u.1lfónicc tTNBS> Q.02X. Se 

mantienen en la ob!5Cur"idad a 25•c durante 3() min. 

Transcurrido ente lap~o, 9~ adiciona 1 ml de fo~fato monob~~ico 

de ~ocfio 0.2 r'l conteniendo 18 mM de ~ulfito de sodio~ Se "1Qitan v 

centrifugan para eliminar turbidez (~i la hubiet"a) .. Se lee 

absorbancia a 420 nm, trlln!5fOrm.k\do!?le a micromole~ de oruoo!S 

ami~o libres por ml de leche. 

La curva e!!!>titindard se 9rafica a par"ti,. de ~olucione'!lo de Q)ic:ina 

patrones de 2,4,b,8,10 y 12 mM. 



DETERMWACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES 

M~todo de Deeth y Fit~-Gerald (18) 

En un embudo de sf:'pdracitn se colocan 4 ml de leche, 10 ml de 

mezcla entractora y 4 ml de aqua destilada. Se aqita 

viQorosament@. Posteriormente deja reposar hasta que 

separen la5 dos capas. Se extrae la capa superior midiendo su 

vol llmen · total. De "ste toman eil /cL•otas de 2 ml y se 

tr"ansfieren a un matraz erlenmeyer de 50 mi. titul~.ndose con KOH 

metanOl i ca usando como indicado,. fenolftaleina 

metanOlica. El conteniodo de dcidos orases libres se obtiene 

mediante lo siquiente fQ-mulo1 

T N (10-.3) 
p V 

donde a 

T- ml q~st~dos de KOH metanOliCa 

N• normalidad de KOH metanblica 

P- proporcibl de la capa titulade/ vol~men total de la capa 

e>etra/da. 

V• vol~men en ml. de leche 

<4011011> 
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