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INTRODUCCION

La Secretarnfa de Salubridad y Asistencia es,
en México, el organismo encargado de cudidarn La -
salud pdblica en sus miliiples aspectos. Uno de
estos aspectos es La vigilancia sandtania de Los
alimentos. La Ley oforga a este organismo La ga
cultad de hacen inspeccliones cuantas veces Lo -
considerne necesario a Las instalaciones producto
ras de alimentos y, asimismo, el poder sancionarn
econdmicamente a Los productores por Las falitas
en que pudieran haben Lncurrido.

Para efencen estas acclones, La S.S.A. estd
dotada de cdlentos mecanismos Legales y técnicos,
que La habilitan en el cumplimiento del culdado
de La salud pdblica. ’

Lgentno de Los mecanismos técnicos con que -
cuenta La S.S.A., se encuentran Los Laboratorios
de andlisis quimicos y bacterlolbgicos, quienes
son Los encargados de efercer una apreclacdidn de
La calidad so0bre todos Los alimentos, pero desde
el punto de vista esirictamente sanitario, es de
cin, se encargan de analizarn Ros alimentos para
verndificarn que cumplan con Las normas sanllarlas
actuales.

EL primen paso dentro del esquema de vigdl--



Lancia sobre Los alimentos eferncido porn La S.S.A.
es fustamente Lomarn una muestra aleatordia del -~
alimento en cuestibn y trasladarla al Laborato--
nio pana el andlisis cornespondiente. Despubs -
de que el RLaboratorio emite un resultado, el s4-
guiente paso es La rnevisdidn o dictamen del nesul
tado pon pernsonal especializado, quden decide 54
se ha incurndido en alguna violacdién al reglamen-
to vigente, y {4inalmente, existe una fLerncera efta
pa donde se sanciona econdmicamente al inﬁnactq&k

Aungue panrezca senciflo que el encangado de
La toma de decisiones del sistema sea quien fuz-
gue A4 se ha Lncurnrido en una falta que amenite
sancibn, en muchos casos no es {fdeil, y es precd
samente aqui donde sunge el dilema que se puede
definin bdsicamente como un caiternio de decisibn,

\Uno de Los alimentos analizados por La ~---
S.S.A., es La fLeche. Dentro de £Las pruebas prac
ticadas a este alimento estd La cuantificacidn -
de La actividad de una enzima que posee La Leche
cruda, LLamada fosfatasa alecalina. La {mportan-
cia de este andlisis neside en el hecho sigulfen-
fe: toda La Leche envasada que se expenda al pd-
blico debe haben sido pasternizada, es decin, su-
jeta a un proceso t&amino que asegure La destruc
cibén de Coxiella burneti. AL sometern La Leche -




cruda a pastendizacibn, primero se destruyen Los

microorganismos patbgencs, Lnmediatam nte 5= -
POf 2, e( & Ak ((a(u(
pués se Lnactiva La enzima mencionada; de hecho,

se han destrudido Los posibles patégenoA que La -
tNO LD s, o o ST
Leche cruda pudiena haben ten&da.Q A44;>e£ &ik LJ“-

544 es una medida indirecta ded niesgo que tiene
el consumidon de Leche de ingenin bacternias pats
genas como Mycobacterlum tuberculosis.

La forma de nealizan dicho andlisis es Ra -
sdigudlente: se ha aprovechado La facultad quimica
que tiene La fosfatasa alecalina activa para des-
prenden fenol de un sustrato tal como el fenil -
gosfato disddico. Porn Lo que en el andlisis Be
procede a colocar una muestra de Leche, supuesita
mente pastenizada, en condiciones apropiadas, en
presencia de fenil fosfato disddico. Si La Le--
che ha s4ido bien pastenizada, La enzima {§osfata-
sa estarnd Linactivada y no podrd desprender el fe
nol del sustrato agregado; s4 por Lo contrarndio,
La Leche ha 5ido mal pastenizada, La fosfatasa -
tendnd ciento grado de actividad y desprendernd -
cienta cantidad de fenol del sustrato agregado.
Este fenol, a su vez, se hace reaccifonan con un
complefo conoeddo como dibromo quinona clorimida
(BQC) cuya reaccidén con el fenol produce una co-
Roracidn azul; La intensidad de coloracibn se mL
de en un apanafo Gptico LLamado espectrnofotdime- -



trho. S4i La enzdima se ha Lnactivado (Leche bien
pastenizada) se produce una coloracdbn café, y -
La medicién de La intensidad de colox azul (Le--
che mal pastenizada) indica qué fan bien se ha -
pastenizado La Leche, y como se difo anteriormen
te, es una medida indirecta del niesgo que fiene
el consumidorn de Leche de ingenin microorngands--
mos patfgenocs.



_PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es precisamente en La forma de medin este -
niesgo de salud pdblica en donde sunrge el dilema
a nesolvern. Dentrno del esquema planteado, exis-
te una pernsona que ftoma decisiones y estd encar-
gada de sancionar el resultado del andlisis. Si
este nesultado no es cornecto, ademds de sancio-
narn econdmicamente af productor de Leche en cues
tién, el encangado de tomar Las decisiones esitd
consclente de que se ha vendido un producto que
constituye un niesgo para La salud pdblica.

EL dilema neside en el hecho siguiente: da-
do que el método de medin La actividad de La 408
fatasa es un método indinrecto, que a §in de cuéﬁ
iabicuantéﬁica La intensidad de un colon azul, -
éste puede producinse por varias causas (nepornta
das en La Litenatura), distintas a una mala pas-
tenizacién, que es La verdadera causa real de un
néeégo para La salud pdblica; no todos Los resul
tados altenados de La prueba se deben sancionax,
nd mucho menos constituyen un niesgo para el con
sumidon. De esta fonma, Ra persona encargada de
La toma de decisiones, como no sabe a La fecha -
cudl es La causa real de estos nesultados fuera
de neglamento, seguramente ha sancionado a mu---
chos que no Lo menrecian y seguramente, Lfambién,



ha permitido La venta de mucha Leche que 5L cons
tituye un vendadero niesgo para La salud pdblica.

EL obfetivo a segulr es justamente detenmi-~
nar cudl o cudles de estas causas (Lncluyendo -
una mala pasterizacibdn), son el origen de Los re
sultados anonmales y podern asi emditin un dicta--
men adecuado que no perjudique ni al producton -
con una sanclin infusta, nd a La salud pdblLica -
con un riesgo de enfermedades.

Las causas de Las posibles alternaciones de
Los nesulztados se pueden dividirn en tres: 1)
ennon en el andlisis, 2} en el proceso de La fe
che, y 3) en una mala pasterizacién.

Dado que el color azul indica un mal resul-
tado, que se produce por La presencia de fenol,
éste puede provenin de una fuente externa distin
ta a La que desprende La {osfatasa a partin de -
genil fosgato disédico.

Las causas de alteracién son Las siguientes:
1) Earon en el andlisis.

a) Contaminacidén de fencl en el andlisis, -
principalmente nesiduos de deterngente en el mate
nial de Raboratorio mal enjuagado.

b) Contacto de cualquiern reactivo o de La -
Leche misma, con partes del recipiente que con--



Lengan fenol, como tapones de hule.

¢) Contacto de cualquiern rheactivo, o de ZLa
Leche misma, con Las manos del analista que con-
tlenen fospatasa.

2) En el proceso de La Leche.,

d) Contaminacidn de La Leche con {fencl, --
principalmente al vaclarla en un tanque mal en--
juagado (con nresiduos de detergente) .

e) Contaminacién de La Leche con fenol por
contacto del producto con Las gomas muy desgasta
das de La LLenadora (Las gomas son de hule que -
contiene fenol).

) RQZLduOA de detengente en Las botellas -
mal enfuagadas .

g) Reactivacidén de La fosfatasa, fendmenc -
naturnal. Existe La prueba para determinar 54 La
§os fatasa se ha reactivado,

h) Leche con alto grado de contaminacibn -
bacterniana. Las bactenias producen fosfatasa.

L) Mala pasternizacibn, propiamente dicha, -
por estado deficiente del equipo de elaboracidn.

{) EL fenol que contiene el abrillantador -
de botellas, aunque en pequenas cantidades, debe
tomanse en cuenta.



HIPOTESIS PROPUESTAS

En base a Lo anterionmente mencionado, se ~
proponen 5 hipdtesis:

1) EL onigen de Los resultados fuena de re-
glamento se debe a ennornes en el andlisis.

2) EL onigen de Los nesultados fuerna de ne-
glamento se debe a contaminacibén de fenol duran-
te el proceso de pastenizacdidn de La Leche.

3) EL orndigen de Los resultados - fuera de re-
glamento se debe a causas naturales.

4) EL onigen de Los resultados fuera de ne-
glamento se debe a una mala pasternizacidn del -
producto.

5) EL ondigen de Los nesultados fuera de re-
glamento se debe a una combinacién de cualquiera
de Los cuatro incisos anterniornes.



ASPECTOS FILOSOFICOS DEL DISENO EXPERIMENTAL PA-
RA PRUEBA DE HIPOTESIS

Dependiendo del tipo de hipbtesis que se -
‘quéena probar, dependerd el enfoque ﬂiKOAdﬂico -
qué se Le d€ al diseiio. Aqui el tipo de proble-
ma-hipbtesis es causa-efecto y pon Ztanto, para -
diseilan el expenimento de prueba se debe usarn el
enfoque Lockeano. Este enfoque no necesita el -
desarnollo de una teonfa gormal, ni de justifica
cibn de modelos para emitin y tratar de proban -
una hipétesis, s6Lo basta, para este §in, usar -
justificaciones estadlsticas, obtenern La confdia-
bitidad de Los datos y seiialan Los Limites de -
confianza. Desde el punto de visita Lockeano, es
to es suficiente para aceptan o nechazar una hi-
p6tesis dada.

Sin embango, el tipo de problema es, en pri
merna insdtancia, de causa-efecto y no se puede de
cin, de ningtn modo, que Las hipltesis propues--
tas sean todo Lo que se puede y se debe investi-
‘gan, es decin, se han mencionado algunas causas
productoras del efecto, pero no todas y puede ha
bern s4in duda otrnas tantas adn no mencionadas. Si
se quierne Lnvestigar desde dicho punto de vista,
s¢ debend emplean el enfoque kantiano. Esto im-
pLica que, ademds de La aportacibn de datos esta
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disticos, se debe tenen el juifcdo de experntos vy
La fusitificacidn tedrnica panra proponer alternatd
vas con el objeto de neforzar Las hipbtesis pre-
sentadas o bien, para emitin nuevas hipbiesis s0
bre el asunto. Esto, por supuesto, amplia el ho
nizonte de obsenvacidn del fenbmenco, Lo cual s4in
duda es benéfico al tratar de conocer La verdad.

Existe adn otno punto de vista filosdfico -
s0bne el tema mencionado susceptible de sen em--
pleado; este -enfoque es el singernianc. SL se -
quiene emplean esta forma de pensamiento, se ten
dria que poner en duda 54 La hipbtesis estd en -
51 bien planteada, 84 Los obfetivos estdn conrrec
tamente seialados y adn 54 el asunto es realmen-
te Aimporntante como para tomanse en cuenta, es de
cin, s4 no estd enfocado desde un punto de vista
muwy pariticular y equivocado.

Aunque esta forma de pensamiento es digna -
de tomanse en cuenta, no se hard ningdn tipo de
Aintento para demostharn 54 se ftdlene razénm o no al
pensar de esta forma. S6Lo se puede decdir que -
hay cientos factonrnes que Lnducen a dudar de La -
Ainvestigacidn que se pretende. Presuponemos que
hay un niesgo de salud pliblLica al ingernin Leche
que pueda LLevan bactenias patdgenas, pero uno -
se puede preguntar Lo siguiente sobre La Leche -
que estd mal pastenizada, jecudntos Litrnos de Le-
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che contienen Coxdella burneti?, hay que toman -

en cuenta que estando Coxiella burnetl presente
en La Leche, puede existin Mycobactenium fubeicu
Losis, A4 es que hay Gacas tubernculosas y en rea

tidad hay muy pocas, por La simple Lnconvenien--
cia econfmica de mantenen a un animal enfermo -
con baja produceidn. 0tra pregunta senfa: de ALa
gente que LLega a comprar Leche mal pasternizada

con Mycobactenium tuberculosis, s4 La inglere -
iqué tan pelighoso senlfa para su salud?. Es bien
sabido que La fuberculosdis s6L0 ataca a personas
de escasa rnesistencia §isdlca; La gente susceptd-
ble a tuberculosis gemeralmente es de escasos re
curnsos, que con segurdidad ni siquiena Zoma Leche
Ademds de esto, jcudnta gente que compra La Le--
che La hienve antes de ftomanka?; este hecho de -
hernvin La Reche destruiria completamente a Coxie
Lla bunneti y por Lanto a Mycobacterium Zubercu-

Losis, asl como a ofrnos michroorgandismos suscepts
blLes a provocar enfermedades.

Con estas preguntas se estd sugirdiendo que
probablemente no es tanto el pelighro para La sa-
Lud piblica en RLos Léaminos mencionados como se
pensb en un princdplo, Tal vez una mefjorn solu--
cedbn sendia hacen efectivo el programa ZLendiente
a La vigilancia de Zuberculosis en el ganado va-
cuno de todo MExdico. Con esto no se quierne de--

-
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cin que se permdta consumin Leche mal pasterniza-
da con el consentimiento de Las autoridades de -
La S.S.A. Indicialmente, La pasterizacibn fue es
tablecida no s6Lo con el objeto principal de eld
minan a Mycobacterium tuberculosdis, sino Lambién

a bacternias como Brucella aborntus, Staphyloco---

ceus aureuws, colkiformes, efe.

Esto puede tenen ghaves implicaciones sobre
el neglamento sanitario vigente, L£§ noama ac---
tual para La prueba de cuantificacidn de fosfata
sa, coplada de neglamentos amenicanos, (3), es -
"no mds de 4 undidades de fenol por mf de Leche'.
La precisién de La prueba consiste en poder de--
tewminan hasta un 0.2% de Leche mal pasterizada,
es decin, s4 0.2% del volumen ftotfal de produc---
cidn de Leche estd mal pastenizado, el nesultado
de La prueba estard por arrniba del Limite pemmd-
tido de 4 unidades de fenol porn ml de Leche, y -
sufeta a sancidn. Ahora, supongamos que el and-
Lisis de una Leche reporta un resulitado de ponrn -
ef., 20 unidades de fenol por ml de Leche, ;cudl
es el niesgo para La salud pdblica contemplado -
ahora desde el punto de vista de que no se hayan
eliminado todas Las bacternias patigenas?, para -
poder contestarn esto se requdere de oftho estudio
por separado, para deteaminar valores minimos de
tilempo y tempenaiuna que destruyan no s6€o a Co-
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xiella burnetdi y Mycobactenium fuberculosdis, s4-

no también a ftodas Ras bacterias paitbgenas.

Como se ve, el enfoque singeriano puede sex
dtil en el planteamiento del asunto de que se --
trnata. Sin embargo, ya se mencilond que el objfe-
"to def tnabajo no es contestar a este fipo de --
preguntas, sino s6Lo menclonarlas como parite del
onden que emplea el método cientifico en La Ain--

vestigacdibn.
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DISENO EXPERIMENTAL DE HIPOTESIS PROPUESTAS

Disefio expenimental para hipbtesdis 1.

EL enunciado de esta hipbtesis se basa en -
Los ennones humanos que pueden sen una de Las -
causas de alternacibn de resultados; s4in embango,
estos ernones se pueden superar con clernta facili
dad, 54 se considenan Los siguientes punitos:

‘ a) No tomarn muestras de Leche en necipien--
tes que contengan tapones de hule o de baquelita.

b) No mantenen Los neactivos quimicos en re
cipientes que contengan Zapones de hule.

c) Enjuagan pernfectamente todo el matenial
de vidnio, grascos de muestra, frascos de neactd
vos, pdipetas, elc., con agua destilada.

d) Evitan el contacto de Las manos, ya sea
con La Leche o con Los reactivos.

Es claro que, por mucho que se cuide una nu
tina de andlisis, con el tiempo, y dada La mono-
tonfa del trabajo, siempre se LLegarndn a cometen
ennones; esto es, hay que evitan Las causas de -
ennon, pero esdto no implica que no se cometernd -
un ernon. -Lo mds necomendable seria determinan
el valon de La ebpenanza-matemdticq de unidades
de fenol debido a ennones en el andhisis. No obs
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tante, La técnica de andlisis permite eliminan -
este ennon o en todo caso minimizarlo, "conrnden-
do una muestra en blanco" en La senie de andli--
445, que consiste en Lo siguiente: en este Zipo
de andlisis nonmalmente no se analiza una so0la -
muestra, s4ino un Lote de ellas. Dentrno del Lote
analizado se coloca una muestra que en Lugan de
Leche contiene agua destilada, por supuesto exen
ta de fenol, sometilndosele a La misma senie de
andlisis que a una muestra de Leche. AL hacen -
La Lectura final de intensidad de color, La in--
tensidad o cantidad de color que pudiera dar es-
ta muestra en blanco, se resta de La Lectuna de
colon de todas Las muestras analizadas en ese Lo
te, con Lo cual prdcticamente se evita el ennon
que pudiena dan el andlisis en 84%. '

Diseiio expenimentat gaaa.hipdteéiétz.

Para probar esta hipb6tesdis, es necesanio to
max en cuenta Los ernones e Lgnonancia de Las -
personas encangadas del aseo del equipo en Las -
plantas productonras.

Se pnacedthd:a seleccionan alnededon de 5 -
plantas productonas  de Leche que hayan tenido -
problemas continuos en el aspecto mencionado. Se
Les dand a conocen La hipbtesis que se tiene 50-
bre Los nesultados fuera de nreglamento. Las con
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diciones que se tomarndn en consddenrnacibn, sendn
Las sigulentes:

a) Vigilar el enjuague de Los tanques y ---
cualquien necdpiente con el que vaya a estar en
contacto La Leche, como el pasterizadox, Leenado
ras, efe.

b) Vigilar el estado de Las gomas de Las -
LLenadonras .

e) Vigilan el estado de Las botellas des---
pu€s de su Lavado. '

EL programa de muesinreo send el sigulente:



Satida del pasterizador.  Tapmque almacenadonr. . Envase vacfo.  Envase 2eeno.

Dy

Dy

D3

Dy

DN'

D,

2

Vs

Oy

D1

Dy

Dd-—-

D

D

Ds

2

Ry

qﬂ.

—— - - S

=

Ll



18

Se nepontard La actividad de fosfatasa como
unidades de fencl por ml de Leche y en el caso -
- del envase vacfo, para hacer La prueba se LLena-
nd el envase con un Litro de agua exenta de fe--
nol y se neporntard como unidades de fenol pon mi.
Se usand el método oficial americano (Sanders-Sa
gen), ya que en México no existe un método ofi--
cial aprobado en el neglamento sanitanrio. (3),

Se considenra que:

Unidades de fenol de Leche envasada = unida
des de fencl de salida de pastenizadon + unida--
des de fenol en el tanque de almacén + unidades
de fenol de envases vacifos.

Si se obsenva que no se mantiene fLa nela---
cibn antenion, habrd que buscan otrnas causas dis
tintas a Las mencionadas, o bien pensar nuevamen
te que el andlisis o método son Lncornrectos.

En caso de que todas Las pruebas salieran -
con cerno unidades de fenol por m€ de Leche, se -
desechard La hipbtesdis 1.

Ademds de Las precauciones tomadas para com
probar La hipdtesis 1, en &sta se deberdn tenex
Los sdgulentes cudidados:

a) Comprobar que La Leche ha sido pasterniza
da cornectamente, observando La Zemperatura de -
pastenizacidn. Se supondrd que el tiempo de pas
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tendlzacibn es el cornecto, pues no existen Los -
elementos sufledlentes para comprobanrlo,

b) Transporntar La Leche desde el Lugar de -
toma de muestra hasta el Laboratonio donde se -
analizand, mantenitndola en hielo, para evitan -
en Lo posible La prolifernacibn bacteriana.

c) Realizarn el thanspornte de La Leche para
su andlisis en el menorn tiempo posible, para evd
tan Ra heactivacibn de La enzdma. SL se Lrans--
porta La Leche pon debajo de 4°C y se analiza en
no mds de 5 horas a partin del momento de La to-
ma de muestra, se evita La reactivacién de La en
zima y La proliferacidn bacteriana es casd nula.

Si a La salida del pasternizador se obsenva
una elevada actividad de La enzima, se sospecha-
nd entonces de una pasferdizacién deficiente.

Si el expendimento se LLeva a cabo en forma
estnicta y desapanecen Las elevadas cuentas de -
actividad de La enzima, se podrfa pensar que el
desajuste se debla a fallas humanas y, desde es-
te punto de vista, no debernfan sen sancionados -
Los productones.

Diseiio experdimental para hipdtesdis 3.

a) Reactlivacibn de {osfatasa.

Una fosgatasa que Lnilclalmente ha sido Lnac
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tivada por efecto del calorn en Ra pastenizacidn
puede volvernse activa nuevamente al peamanecer -
La Leche a elevada ftemperatura (arniba de 15°C)

durante vanrias horas (mds de §&).

Esta situacidn se presenta debido a que La
Leche, desde que sale de La planta productora ha
cia su reparto, queda prdciticamenite sin hefrige-
nactén. Una gran pante de esie producto se expen
de en tiendas que son poco confliables en cuanto
al cudidado de La Leche. S{L se toma una muestra -
de una de estas tiendas (de Las cuales hay miles
en el D.F.) existe una alia probabilidad de reac
Livacdidn de La fosfatasa. Para vern La Lncddencia
de este fendmenc, se debend muestrear de estas -
Ziendas y en aquellas en Las que Las muestras -
den nesultados de andlisdis fuera de neglamento,
se Les practicard La prueba de reactivacibn, se
procederd a calcular un estimador delf grado de -
confianza alecanzado con el muestreo. Para esto -
se usand La distrnibucidn de Poisson, ya que La -
ineddencia de La reacitivacidn es totalmenite alea
tonda. (10).

No debend confundinse el hecho de que encon
tnan un resultado fuera del rneglamento en Leches
muestreadas en tiendas, se deba a una pasterdza-
cidn deficiente, La razén de practicar un andli-
545 extra por La neactivacidn de fosfatasa, fus-
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tamente indica La difernencia; es decin, de Las -
muestras tomadas en tiendas, en Las que el rnesul
tado sea anormal se practicard La phrueba de reac
tivacibn y s4 ésta es positiva, se tendrd La cei
feza de que hubo reactivacidn; de Lo contrario,
La causa puede ser cualquiera de Las mencionadas
antenlfonmente.

b) Pruebas posiiivas para {fosfatasa microbiana

lia §osfatasa es una enzima que se encuentra
presente en todo sen vivo, por tanto Las bacte--
nias de cualqudien tipo también La producen como
parnte de sus procesos vitales. Si La Leche anali
zada contiene un alto grado de contaminacidn bac
tenlana, es posible que el andlisis hevele acti-
vidad de fosgatasa debida a La fosfatasa micro--
biana, Lo cual, por supuesito, no debe sern objfeto
de sancidn. Sin embargo, hasta La fecha no hay
un método o procedimiento que permita descubrin
s34 un hesultado de andfisis fuerna de neglamento
al cuantificar fosfatasa, se debe exclusivamente
a La fospatasa producida pon Las baaie&ia{ﬁ

Como un intento para decidin esta cuestidn,
se debend hacen Lo sigudlente:

Se estd supondendo, en principio, que son
dos variables nelacionadas, quizd en forma Li--
neal, en este caso, La variable "unidades de fe
nol", dependiendo de La variable "cuenta bacte-
niana" . Se procederd a La consiruccdldin de una

I
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curva que maeAtne La nelacidn de Las uaALabteA.
Se debend partin de una Leche que tenga cero un&
dades de fenocl y se defanrd "envejecen" para que
proliferne y aumente Au cuenta bacteh&ana a un -
ghado-tal, que abanque una escala muy amplia de
esta cuenta, porn efemplo, de 50,000 cotoniab pon
me hasta 4 000 000 de colonias por mL; a cada -
una de estas muestras se Le cuantificardn tam---
bifn Las unidades de fenol por me de Leche, ghra-
5£cando‘cadq par de datos. Tambin es necesanio
hacer La prueba de reactivacibn a cada una de es
tas Leches, excluyendo Las que den resultados po
s4itivos a esta prueba. Probablemente se obtenga
una grdfica como La siguiente:

Unidades ¢
de
Fenol

Cuenta Bactenkana.
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Es posible que al encontrarnse que Los resul
tados van de ceno hasta una cantidad de colonias
C; se produzea una clerta cantidad de unidades -
de fenol.Fy, que conresponde al Limite mdximo ad
mitido pon el neglamento. S4L se LLegara a una -
conclusibn de este fipo, tendrla que reglamentar
se esta connelacidn y admitin que, a partin de -
clento ndmeno de colonias que contfenga La Reche,
La cuantificacidin de La actividad de La fosfata-
sa plende validez.

Diseflo expenimental para hipdiesis 4.

La dnica causa de que exdisia una mala o de-
ficiente pastenizacidn del producto, se debe ex-
clusivamente a un mal funcionamiento del equipo.
Todos Los pasternizadores poseen como norma de fa
bricacién una vdlvula LLamada "desviadora de fLu
fo", su guncidn consiste en que 84 occurre un Lm-
previsto durante el funcionamiento del pasterniza
don, por efemplo, una falla eléctrica o una des-
compostura de La caldera que provee el agua ca--
Liente necesaria en La pasternlzacién, La vdlvula
desviadora de glujo se ciernna e Aimpide el fLufo
noamal de La Leche, negrnesando La Leche cruda de
forma que recincule. Esta vdlvula se debe ce---
anan cuando La temperatunra de pasternizacdidn baja
de Los 72.5°C y actda automditicamente.
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Si no existiena La mencionada vdlvula, una
falla similarn a cualquiera de Las anotadas harfa
que pasara La Leche cruda hacia el tanque de al-
macenamiento de Leche pastenizada, con Lo cual -
no tendrnia sentido pastenizan.

Pon Lo tanto, se observa que La vdlvula des
viadora de fLujo fuega un papel muy Lmportfante -
con respecto a La calidad de La pasterizacién, -
en el sentido de asegurar que no se mezele La fLe
che cruda con La pastenizada.

La vdlvula desviadora de §Lujo estd sujeta
a Las siguientes fallas:

La respuesita termoméinica puede estarn mal;
esto se refierne a que no clenne al paso de La Le
che cuando La ftemperatura baja de 72.5°C o que -
tarnde un poco en hacerlo, es decin, La hespuesita
de La vdlvula debe sen Tan precisa a Los cambios
de temperatura, que Aimpida con una segurnidad de
un 100% el paso de La Leche cruda al bajarn La -
Xempernatuna.

Porn otro Lado, La nrespuesta teamométrica -
puede ser adecuada, perc el asdlento de La vdlvu-
La puede estarn mal o el empaque de hule que po--
see La vdlvula puede estar muy gastado; ambas -
causas pewmitinfan el paso de Leche cruda, aun--
que sea en una cantidad mindima, al bajarn La tem-
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peratura. Recuérdese que el Limite reglamenta--
nio en unidades de fenol al cuantificar §osfata-
sa equivale a un 0.2% de Leche cruda so0bre La Le
che pasterizada.

Existen otras causas que provocarfan La mez
cla de Leche cruda con Leche pasternizada. Las -
mas comunes son: rofura de un empaque Lnteanc -
del pasterndizador produciendo el mismo efecto. Su
puestamente, como norma de fabricacién dentro -
del pastenizadorn, La Leche pasternizada tiene --
siempre una presidn absoluta mayor que La Leche
cruda, phrecisamente para evitar esta mezcla; es
decin, en caso de picadura de una placa o de La
rnotuna de un empague, La Leche pasterizada pasa-
nia al flufo de Leche chuda y no al contrhardio. -
Sin embargo, existen aproximadamente 40 marcas -
de Leche que se venden en el D.F., de Estas por
Lo menos un 50% fiene equdlpos de pasternizacidn -
muy antiguos y es probable que en malas condicio
nes, por Lo tanto, digleilmente thabajardn como
un equdipo nuevo y Au probabilidad de falla send
mayon.

Panra comproban 84 el nesultado gfuera de re-
glamenito se debe a cualquiera de Las causas men-
cionadas de este Linciso, pero exclusivamente pon
mal funcionamiento del pasterizador, se debendn
tomar muestnas a La salida deld pastenizador ha--
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ciendo funcionarn La vdlvula desviadora de §Lujo.
Esto se debernd hacer en gonma individual en Las
plantas productoras que presenten fallas en este
aspecto. Si se comprobara que, en efecto, el -
pasternizador funciona defectuvsamente, se Le ha-
rd saben al intenesado para La reparaciln Linme--
diata del equdipo. No es objeto del presente tra
bajo deteaminarn La causa heal por La cual no fun
ciona bien el pasterizadorn, sino simplemente el

onigen de La falla, en este caso el pastenizadon.
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DETERMINACION DEL NUMERO DE MUESTRAS EN LOS EXPE
RIMENTOS PARA LA COMPROBACION DE CADA UNA DE LAS
HIPOTESIS

Hipétesis 1. No se necesita determinar un

clento ndmero de muestras, ya que se puede elims
nan totalmente el erron en el andlisis porn €a -
simple observaciin estricta de Los cudldados men-
cionados .

Hipétesis 2. En este supuesto, Lambién es

fundamental el elemento humano. SiL se sdiguen -
con mucho cudidado Las indicaciones dadas, es su-
ficiente para consdiderar que un resultado anor--
mal no se debe a La hipltesis supuesta. La dni-
ca parte del expernimento que debe vigilarse esta
disticamente es La del envase vacfo. EL camino

que sigue una botella sucia y vacla en La planta
es el sigudente: LLega un camibn con una gran -
cantidad de botella sucia y La almacena en un Lu
gan cencano a La Lavadora de botellfas. De ahi -
se van tomando para pasarlas al Lavado, y al sa-
Lin, ya Lavadas, pabah Aln Anternnupedldn por una
banda transportadora hacia La LLenadora de Leche.
La Lavadora es un s4itlo muy sucio y sufeto a mil
tiples fallas, ya que muchas de ellas son piezas
de equipo muy viejo. La Lavadora en su funciona
miento pasa primeramente a Las botellas por un -
baiio caliente de s0sa o detengente adecuado, des
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pués Las enfuaga con agua caliente, Luego con --
agua frla y por dltimo otno enjuague final con -
una so0lucidn bactenicida, que puede sen de 120 -
ppm de hipoclornito de sodio, 25 ppm de yodo 6 20
ppm de sales cuaternarias de amonio. Por tanto,
La botella puede sen La causante de resultados -
anormales en La cuantificacidn de actividad de -
fos fatasa por contaminacidn con fenocl, por Las -
sigudentes causas:

-~ Enfuague degiciente del detengente dentro -
de La botella, ya sea por obstruccldn de un as--
pensorn de enjuague o por baja presién del agua -
del enjuague en forma momentinea.

- Porn una solucién concentrada de soclucién -
bacternicida con La cual se enjuaga el interlon -
de La botella, por una falla del dosificador de
La so0lucibén bacternicida. '

La ocurnencia de estas causas es totalmente
aleatornia y Los eventos son independientes. Pox
Lo antenion, se podala caleular La probabilidad
de ocurnencia -de que estas causas provocaran un
nesultado anormal, es decdrn, se muestrea un ndme
no " n " de botellas vaclas, se cuantifican Las
unidades de fencl y se toma como resultado posi-
tivo aquel que nebase el Limite reglamentario. -
Si se usa La distrnibucién binomial.
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Pr {X=4)

)t L=0,1,2,. 0.0

n/

L n -4
T7 - P 1

Donde x = 4L, La probabilidad de que al ana-
Lizan una botella vacla el nesultado sea anormal.
De aqui se puede caleularn un estimador puntual:

A ”-’ X,

p = z i L

Si se hiciena tenden " n " a Linfindito, el -
estimadon " p " tendenfa a estabilizarnse en un -
valor dado. Sin embargo, como " n " no se puede
hacer un ndmero Linginito de veces, se debe caleu
culan un Linftervalo de congianza para el ndmero -
de phruebas que se realicen.

Segdn Hoel (1), LLega a La siguiente conclu
s4i0n: eldge un grado de confianza de 95%, emplea
La aproximacidin noamal a La binomial y obtiene -
La sdguiente firmula para Zrabajar con Lnterva--
Los de confianza de 95%.

x o o, ]
v D r v

Esto qudienre decin que el 95% de Las veces,
el intenvalo caleulado incluirnd el valon de ---
n 1

p".
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En el expenimento en cuestidn, se descono--
cema"n"y"p", "nt dependend del ancho -
del intenvalo que se desee. Pon tanto, deteami-
nese de esta forma el ndmero de expenimentos o -
pruebas a realizan.

Hipdtesis 3.

a) Reactivaciin de La fosfatasa. Se puede

considerarn que fambién €ste es un evento total--
mente aleatorio, ya que no se puede predecin La
temperatura a La que permanecerd La Leche des---
pués de salin de La planta ni el tilempo en que -
permanecernd asf. Considerando, ademds, que ALas
condiciones en que fue mantenida cada muestra £o
mada en Las tiendas son Lndependientes unas de -
othas, nuevamente se puede hacer un razonamiento
como en La hipbtesdis 2 y obfenern un estimadorn -~
puntual .

~ .y
_ X A4 XL
p = n
Y calcular el nlmenro de muestras para obite-
ner un intervalon de confianza de 95% con La --

gormulas
L, 1
no

S|
Si=

’

1
a
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b) FOAﬁataéa micrnobiana. Como aqul el obje

to es obtener una curva de cornelacién entre dos
variables, se deben nealizat Las pruebas necesa-
nias parna obtenen suficientes puntos sobre La -
grdfica que permitan caleulan La pendiente y ALa
orndenada al onigen de La curva obtenida. En ca-
s0 de obtenen puntos muy dispersos en La grdfica,
obténgase el coeficiente de cornelacibn. SiL es-
td muy afefado de + 1 6 - 1, deséchese esta hipd
Tesdis.

Hipbtesds 4. EL evento que podala verd fL--

carn esta hipdtesis senia el de una falla mecdnd-
ca. Como ya se menciond, Los equipos estdn dise
fados para Zenen una probabilidad de falla baji-
sima. En este caso, La falla senfa una opera---
cibn inadecuada de La vdlvula desviadora de §2u-
fjo. Las otras fallas senfan, La picadura de una
placa o picadura de un empaque, no tienen proba-
bilidad de ccurnencia, desde el punto de vista -
en que se ataca el problema, es decirn, 54 se --
muestrea a La salida del pasternizador y hay cual
quiena de estas fallas, el resultado del andli--
545 sdempre send malo y 44 La operacibn del equi
po es adecuada, el nesultado del andlisis siem--
pre send connecto. Por tanto, es evidente que -
se estd ftrnatando de verificar La operacidn de un
sistema mecdnico y no se trata de caleular La po
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sibilidad de descompostura deld equipo. S4L el --
equipo estd mal, se descubrind al primern mues---
trneo. Sin embango, sdgudlendo Las Anstrucclones
dadas de tomas de muestra, bastard realizan de -
10 a 15 muestreos para determinar 54 el funciona
miento del équépo es realmente el connecto.



METODOLOGIA EMPLEADA

Determinacidn de f§osfatasa en el Raboratondio.

Existen muchos métodos para La detenmina---
cidn cuantitativa de La enziima, ftales como el de
Kag-Gnaham {1933), el de Aschaf-Fenbung-Mullen -
muy usado en Europa. Los de La ciudad de Nueva
Yonk, el de Schraren, RLos def A.0.A.C. T y 1T,

Determinacibn de fosfatasa porn el método de ---
Schranen

Insistiendo de modo especial en La precau--
cién de no contaminar La muestra con fosfatasa o
feiily . para Lo cual es indispensable que el --
equipo que entre en contacto con La Leche (pipe-
tas, frascos, matraces, efc.) se Limpilen con fa-
bones o deterngentes exentos de fenol y cuidadosa
mente enjuagados con agua destilada, es conve---
niente ademds sumenginlos en agua a 82°C, porn Lo
menos durante 10 minutos antfes de efectuar La -
prueba., Evitese el uso de tapones de pldstico,
pdnque es muy frecuente que €sios estén fabrica-
dos con dendivados fendlicos.

Preparacibn de La muestra.

Evitese poner antisépticos: 56L0 en casdo ne
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cesanio se puede usar cloroformo en proporcddn -
de 1 a 3%.

Equipo necesanio.

Tubos de ensaya.de 10 X 110 mm. calibrados,
de 5.0, 5.5 y 7.5 mL.

Tapones de hule.

Gotenros.

Frascos goternos.

Baiio de agua a ftemperatura regulable.

Testigos de comparacidn que se pueden conse
guin en el Applied Research Institute de Nueva -
Yonk, EE.UU.

Reactivos empleados.

1) AlLcohol butilico normal, neutro, Ancolo-
no, punto de ebulliciébn de 116-118°C exento de -
deidos y Estenes.

2) 2,6 dibromoquinona clonimida (BQC) (nue-
va nomenclatura: N,2,6- trhibromo- p- benzoquino-
noimina), especial para trabajar con fosfatasa -
(4e puede obitenen en Eastman Kodak Chemical, Ro-
chesten 3, N.Y.).

Disolvern 30 mg de BQC en 10 me de alecohol -
etilico o metilico. Cons€rvese en botella dmban
en nefrigeracibn. No se use esta solucidn des--
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3) Sustrato amontiguador. Disuelva en agua
0.5 g de fenil fosfato disddico exento de fenol,
afiada 25 ml de una s0lucibn de sesquicanbonato -
de sodio dihidrnatado en agua y aforado a 1000 me
Yy afore a 500 ml.. Manténgase en nefrigeracibn y
pﬁepdnebe solamente La cantidad necesaria para

pués de una semana de preparada.

un dia.

4) Catalizadorn. Solucidn de sulfato de co-
bre (200 mg de sulfato en 100 mf de agua).

Téenica.

A5 mL de sustrato amoniiguadorn aiiade 0.5 -
mt de muestra, usando una pipeta Limpia para ca-
da detenminacidn. Mezele y caliente en el baiio
de agua a 40°C ¢ incube a 40°C durante 15 minu--
tos. Afada 2 gotas de catalizadon de sulfato de
cobre y 6 gotas de neactivo de BQC.

Mezcle y rneincube durante 5 minutos. Saque
el tubo del bafio, aiiada 3 mL de alcohol butilico
y extraiga el azul de indofenol Lnvintiendo el -
tubo varnias veces. Panra La separacién del aleo-
hot butitico deje el tubo en neposo durante 2 mi
nutos. Repita La extraccdibn y separacidn. Deje
Los ZTubos en posicibn verntical porn Z 6 3 minutos
para que se separe completamente el alcohol buitl



Lico., Repita La extraccdbn y separaciin.

Cualquier Lindicio de coloracidn azul indica
una pastenrizacidn incornecta.

Determinacidn de gosfatasa por el método 11 A.0.

A.C. 0 método de Sanders y Sagenrn.

Toma de wmuestra.
Prepanracdibn de La muesitra.

Equipo necesario.

Tubos de ensayo de 150 X 15 mm. graduados -

en 5 y 10 mL,

Tubos de ensayo de 150 X 23 mm.

Pipetas
Baiio de
Vaso de
Vaso de
Embudos

senolbgloas de 2 ml.

agua de Zemperatura negulable.
precipitados de 1000 ml.
precipiltados de 500 ml.

de vidnio de 8 em de didmetro.

Papel filtrho Whatman 42 6 248§,
Fotocolonimetro con {LLLtro de 610 milimi--~

caas .

Reactivos empleados.

a) Amontiguadonres .,

1) Amontiguadorn de hidﬁéxédo—banio-bonato,
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pH 10.6 + 0.15 a 25°C. Disuelva en agua 25 g de
Ba.(OH)z - 8H,0 fresco, y diluya a 500 m&. Sepa
radamente disuelva 11 g de HzBOgz y diluya a 500
me. Caliente cada sc0lucidn a 50°C, mézclelas y
agite y enfrfe a + 20°C, filtre y conserve el --
filtnado en un Lugar fresco y bien tapado. Para
usarnlo con La Leche diluya este amortiguador en
proporcién de 1:1 con agua destilada.

2) Amorntiguadorn para el desarrnollo del co--
Lon, pH 9.8 + 0.15 a 25°C. Disuelva 6 g de meta
borato de sodio (Na BOy) y 20 g de NaCl en agua
y diluya con agua 1:71,

3) Amorntiguador para dilucidn del colonr. Qé“
Luya 100 mL del amontiguador precedente (2) a -~
1:1 con agua destilada.

4) Amontiguador a base de bdrax, para dfus-
far ek ponfenciémetro. Solucidn de bérax 0.01 M,
pH 9.18 a 25°C, Disuelva 3.814 de Nag By 04+ 10
Hp0, en agua y diluya a un Litrno. La s0lucibn -
debend secarse a La estufa antes de usarse. Use
se La solucidn después de 10 minutos de habenta
sacado de La botella, para evitan cualquiern con-
taminacidn con COg.

b) Sustratos amontiguadonres.

1) Parna evaluar La pasternizacibn. Disuelva
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0.10 g de fenil fosfato disddico cristalino --
(NayC,HsPOy) exento de fenol, en 100 me del amoir
tiguadon de hidrndxido de bario-borato (a-1) ya -
ditutido 1:1. Los crnistales de fenil fosfato di-
s6dico deben consenvanse en desecadon. En casdo
de que esta so0lucidn no estuviera exenta de fe--
not, entonces debernd purificarse de La manerna 54
guiente:

Disuelva 0.5 g en 4.5 mf de agua y anada -
0.5 m del amontiguadorn (a-1) y 2 gotas de neac-
tivo BQC y dejfe neposar - -durnante 30 minutos. Ex-
traiga el cokorn con 2.5 ml de alecohol butifico y
deje neposar hasta que el alcohol se separe. Qui
te el aleohol con un gotero y deséchelo. Diluya
1 me de La s0lucdidn acuosa a 100 m€ con el amohr-
tiguadorn a-1. Esta so0lucidin madre puede consen-
varse en hefrigeracidn por varios dias, aunque -
antes de usarse deberd desarnnollanse el colon Y
extraernlo.

2) Para nesultados cuantitativos en Leche -
cruda, prepdrese Lgual que el anternior con La ex
cepedlbn de que se usardn 0.20 g de fenil fosfato
disddico 6 2 ml de La solucidén purdificada.

3) Precdipitantes de zinc-cobre para proted-
nas .

Disuelva 3.0 g de sulfato de zinc (Zn S0y -
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7 Hg0) y 0.6 g de sulfato de cobre (Cu SOy+5 H,0)
en agua y diluya a 1 Litno con aglica destilada.

4) Reactivo BQC (N 2,6, tribromo-p-benqouino
noimina)l .

Disuelva 40 mg de BQC en 10 ml de alcohol -
absoluto, etilico o metilico y Lthansfiéralos a -
un frasco goterno dmbarn. Este reactivo puede em-
plearnse hasta un mes después de haberse prepara-
do 44 se conserva en Aefrigeracibén. No se use -
54 se torna café. La BQC Zambién deberd guardar
se en congelacidn o en desecadon.

5) Sofucidn de sulfato de cobre.

Disuelva 0.05 g de sulfato de cobre pentahi
dratado en agua y diluya a 100 mi.

6) Alcohol butilico normal de punto de ebu-
LRicidn de 116-118°C.

Ajuste el pH mezelando 1 Litrno de alcohol -
con 50 m€ del amorntiguador a-2. Consénvese en -
frasco de tapdn esmernilado,

7) Solucdiones tipo de fencl.

a) Solucidén madre o concentrada. Pese exac
tamente 1000 g de {enol puro y dafore con agua
destilada a 1 Ritrho en matraz volumétrico. 1 mL
contiene 1 mg de fenol, esta s0lucibn permanece
estable porn meses s4 estd refrigerada (como el -
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fenol quimicamente puro se hidrata fdcilmente, -
se debe venlficar La concentracibn de esta so0lu~-
cldn por valoracidn) .

Con esta so0lucidn prepare mds solucdones i
po que contengan respectivamente 0.5, 1.0, 3.0,
5.0 micrnogramos por mL de fenol.

En fomma similarn prepare, a partin de La 50
Lucidn madre, sc0luciones Zipo que conftengan 20,
30 y 40 microgrhamos por mi,

Mida cantidades apropiadas de Las solucio--
nes tipo, en senies de tubos (preferniblemente -
graduados a 5.0 y 10,0 me), para obtener respec-
tivamente 0 (testigo) 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 10.0,
20.0, 30.0 y 40.0 unidades de fenol.

Para aumentar el briflo del color azul y me
jornan La estabilidad de Las socluciones Lipo, ~-
agregue a cada Zubo 1 m& de La so0lucibn de sulfa
to de cobre (5). Después 5 ml del amortiguadon
a~3 y diluya a 10 m€ con agua destilada. Afada
4 gotas (0.08 mL) de La s0lucidn de BQC, mezcle
y defe desarrhollarn el colorn durante 30 minutos a
temperatura ambilente., Lea el color desarrollado
con un fotdmetro equipado con §LLtrno de 610 mili
micras, heste el valon del ftestigo a cada s0lu--
cidn tipo de fenol y prepare La curva.

),
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Téenica,

1] Se miden porciones de 1 mf de Leche en 2
G 3 tubos {un tubo es necesanioc como ftestigo y -
el otrno para hacen La deferminacidn por duplica-
dol.

2) Caliente el ftestigo 1 minufto en baiio de
agua hirviendo y enfrie a La temperatura ambien-
te, de este paso en adelante tanto el festigo co
mo Las detemminaciones, se tratarndn de La misma
manend.

3) Aada 10.0 m€ del sustrato amortiguadon
b-1 o b-2. Tape el tubo y mezcle, Este sustra-
to es propio para Leche fresca, perno s4 €sta es-
td figenamente deida, debe emplearnse el amorti--
guadorn a-1 sin diluin.

4} Inmediatamente después de haben aitadido
el sustrato, Lncube en bafo de agua a 37-38°C du
rante una hora agitando de vez en cuando.,

5] Caliente en el baiiv de agua hinviendo -~
por un minuto (La temperatura del contenido del
tubo debe sen de 85-90°C). Engrfe a temperatura
ambiente, en baiioc de agua fria.

6) Adada 1 m& de precipitante de In-Cu, S
La Leche estd agrdia, entonces aitada 1 mf de s0lu
cibn al 6% de In SOy « 7 Hy0 en agua. Mezcle.
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7) Filtrne a thavés de papel Whatman ndmeno
42 0 equivalente. Coloque 5 mf delf {iltrado en
un tubo graduado a 5.0 y 10.0 mL.

§) Afada 5 m& def amortiguadorn para el desa
nroklo del colon.

9) Ponga 4 gotas del reactive BQC, mezcle y
defe para desarnollar el color en reposo por 30
minutos a temperatura ambiente.

10) Determine La Aintensidad de color azul, -
ya sea con fotémelro o por comparacidn visual -
con Las soluclones Lipo.

a) Con fotémetro: Usando (LL€trno de 610 mild
micnas. Lea Las intensidades de colon del festi
go Yy Los tipos. Reste La Recturna del testigo de
Los de Las so0lucdiones y conviernta Los nesultados
a equivalentes de fenok, por comparacibn con La
curva tipo preparada segln g-2. Cuando se usa -
el fotémetno se puede omitin La extracedbn con -
aleohol butilico.

b) Por comparacdidn visual con La solucibn -
tipo. En muestras que den mds de 5 unidades com
pare colores con Las de Las soluciones acuosas -
tipo, preparadas, segdn g-2.

11) Cuando se obsenva durnante el desarrollo
def color que La prueba va a sen sumamente posi-
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tiva {mayon de 20 unidades) y que 4 gotas de BQC
no van a sen suficientes para combinarnse con to-
do el fenol, pipetee una alicuota adecuada a --
otno tubo, diluya a 10.0 m& con amortiguador pa-
ra dilucién del colon y aftada 2 gotas mds de BQC.
Con cada prueba diluya y Zrate el Ztestigo de La
misma manerna. SL todavia La coloraclbn fuera -
muy Lntensa, diluya nuevamente en Lgual gforma -
hasta que el color final esté dentro de Los Limd
tes visuales de Las soluciones tipo ¢ de La cur-
va del fotdmetro. Después de La dlitima adicidn
def BQC, espere 30 minutos para el desarrollo -
def colorn y entonces haga Las Lecturas. Para co
nnegin Las Lecturas porn La dilucidn, muliiplique
por 2 para La dilucidn 5 + 5, porn 10 para La di-
Lucidn 1 + 9 y por 50 para La dilucdidn 1 + 9 se-
gudida por La dilucidn 2 + §,

12) Cuando se usa 1.0 m€ de muestra y se -
aiaden 11.0 mL de reactivo (volumen totftal 12 mi,
de Los cuales se emplean 5 ml del g§iltrado), mul
tiplique el valor de La Lectura por 2.4 para con
verntin a equivalentes de fenol por mf de muestra.

Equivalentes de fenol mayores de 4.0 micro-
ghamos porn ml, indican pastenizacidn deficiente,
en Leche de vaca.
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Cuenta estdndarn (Bacternias mesdfilas aernobias)

Intrnodueccidn

Cuando se pretende Lnvestigan el contenido
de microorganismos vivos en un alimento, La téc-
nica mds comdnmente utilizada es el recuento en
placa. Esta técnica se aplica para ghan varie--
dad de microonrganismos y su fundamento consiste
en contan Las. colonlas que desarrollan en el me-
dio de efeccidn, después de ciento Liempo y Lem-
peratura de Aincubacidn, presuponiendo que cada -
colondia proviene de un microorganismo en La mues
trna bajo estudio. EL método admitfe numenrncsas -
fuentes de varniacidn, algunas de ellas regula---
bles, peno sujetas a La Lingluencia de varios fac
tones.

En nealidad, estd técndica no pretende ponen
en evidencia todos Los michoorganismos phresentes.
La vaniedad de especies y tipos diferenciables -
por sus distintas necesdidades nutricionales, tem
peratura requenida para su crecimiento, oxigeno
disponible, eftc., hace que el nidmerno de colonias
contadas constituya una aproximacidn de La cifra
nealmente presente, No obstante, La efecucidn -
de La ftécnica, cuando se siguen fLlelmente Las -
condiciones que se seiialan para su desarnollo, -
puede LLegar a sen Lo bastante reproducible para
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dan significado a Los resultados que se obtengan.

Matenial y equdipo.

a)

b)

c)

d)

e)
$)

g)

h)

£)

 Hoano para estenilizan a 180°C,

Autoclave con Zteamdmetro o manbmetro proba-
do con termémetro de maximas .

Baio marfa con teamostato y Lemmbmetro.

Licuadorna de una o dos velocidades regula--
das por un redstato, con vasos metdlicos es
téniles.

Balanza de capacidad no mayor a 2,500 y de
sensibilidad de 0.1 g.

Incubadora con termostato que evite varia--
ciones mayohes de + 0.1°C.

Utensilios esténiles para La preparacibn de
Las muestrnas: cuchillos, pinzas, tiferas, -
cucharas , espdtulas .

Pipetas bactenioldgicas estérniles de 10 y 1
ml graduadas en 0.1 y 0.01 ml, nespectiva--
mente.

Frascos de vidrnio de boca angosta de 250 -
mL de capacidad con tapdn de rosca conte---
niendo 90 mL, o fubos de 16 X 150 mm con fa
pén de nosca conteniendo 9 m€ de solucdidn -
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neguladora diluyente, en ambos casos + 1% -
def volumen seifalado despuls de La estendildl
zacdldn.

Contadon de colonias Quebeec o0 equivalente.
Contadorn manual Tally.

Cajas de Petni esténiles de 100 X 15 mm,

Medios de cultfivo y reactivos.

a)

Solucidn neguladora diluyente:

KHgPO, «vvvnvnne. 34 g
Agua destilada .. 500 mL.

Disolven el fosfato en agua destilada y -~

afustan el pH a 7,2 con hidrdxido de sodioc TN, -
LLevarn a un Litho con agua destilada. Esternili-

zan durante 20 minutos a 121°C. Conservar en re

frnigenacidn. Tomarn 1.25 mf de so0lucién regulado

ra y LLevar a un Litro con agua destilfada, Esita

es La so0lucidn de trabajo. Distribuir en poredo

nes de 99, 90 y 9 ml, segln se requiera. Estens
Lizan a 121°C durante 20 minutos.

b)

Gelosa-tniptona-extracto de Levadura:

Extrnacto de Levadura ..... 2.5 g
TRAPEONA v i v i iv v v vnnn 5.0 g
GRUCOSA v v it innuens e e 1.0 g
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Agan ...iviienaen 15.0 g.

Agua destilada .. 1,000 mt

Disolven Los ingredientes en un Litro de -

agua. |

Henvin hasta total disolucibn.

Distrnibuin en voldmenes de 100 y 200 ml. Es
ternilizan a 1 atmésfera, 1 Kg (15 Zibras) (121°C)

durante 15 minutos. EL pH final del medio debe
sen de 7.0 + 0.1

Procedimiento.

a) Distrnibuin Las cafas esténiles en La me-
sa de trabafo, de manera que su Lnoculacibn, La
adicibn de £os medios de culfivo y su rotacidn,
se puedan realizar cémoda y Libremente. Marcan
Las cajas en sus Lapas con Los datos pertinentes
previamente a su Lnoculacibn.

b) Practicarn Las diluciones decimales que -
e estimen convendlentes .

c) Transfernin 1 ml de La muestra y de cada
una de Las diluciones a cafas de Pefri esténiles,
evitando todo tipo de contaminacién durante La -
mandiobra y aplicando La punta de La pipeta al -,
fondo de La caja mientras escurnre el Liquido.

d) Agregan 12 a 15 mL del medioc de cultivo
fundido y mantenido a temperatura de 45-48°C en
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baio de agua. Mezelarlo con La muestra (6 movi-
mientos de denecha a Lzqudlernda, 6 en el sentido
de Las manecdillas del neloj, 6 en el sentido con
trhanio y 6 de atrnds a adelante) s0bre una supen-
§icie Lisa y horndizontal y cuddando que el medio
no moje La cubienta de Las cajas. Dejar s0Lidi-
fican. Prepararn Lestigos del medio en cajas sin
Lndeulo.

e) EL tiempo transcurrido desde el momento
en que La muestra se Lncorpora al diluyente, has
ta que finalmente se adiciona el medio de culiti-
vo a Las cafas, no excederd de 20 minutos.

4) Incuban Las cajas en posicidn Lnvertida
(La tapa hacia abajo) durante el Ziempo y a La -
Ltemperatura que se requiena.

g) Seleccionan aquellas placas donde aparez
can entre 30 y 300 colonlas, pues es en ellas -
donde send menor ef ernror en el hecuento.

h} Contarn todas Las colonias desarnoclladas
en Las placas seleccionadas (excepto Las de hon-
gos), incluyendo Las colonias puntiformes. Hacen
uso del micrnoscopio para rhesolvern Los casos en -
Los que no se pueden distinguin Las colonias de
pequeiias parnticulas de alimento.

L) Con el auxilio de La Lenfte de aumento Y
de La cuadrnicula de contadorn, contarn todas Las -
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colonias de Las placas seleccionadas. Si el nd-
mero se calcula que es mayor de 300, y no se dis
pone de placas preparadas con Las difucdones sub
secuentes, contar en La mitad o en unm cuarto re-
presentativo de ella, multiplicando por 2 o pon
4 el ndmero obtenido. EL fondo de una caja de -
Petrni de 100 mm de didmetro contiene 65 cuadros
grandes de La cuadrnicula del contador,

{) Multiplican porn La inversa de La diLu---
cibn para obtenen el ndmero de colonias por mili
Litho o ghamo de La muesiha.

k) Si ninguna de Las placas ftilene entre 30
y 300 colonias, utilicese La placa cuyo recuento
se aproxime mds a esta cigra. SL La placa co---
nrespondiente a La primena dilucidn es La dnica
que presenta colondias y Estas son menos de 10, -
repontar el ndmenro de colonias contadas seguidas
de La frase: en La dilucibn 1:10.

L) Si todas Las placas: 1) no muestran colo
nias, 2) muestran excesiva difusibn de Las mis-
mas, 3) estdn contdminadas o no=son Satisfacte-
nias por cualquien motivo, andtese nrespectivamen
te: 1) s4in cokonias, 2) colonias difusas, 3) 4in
conclugente por accddente de Laboratonrnio,

m) Redondear La cifra obtenida en el recuen
to de manera que A6Lo apanrezcan 2 digitos signi-
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cativos al inicio de esa cifra.

n) Reportan: cuenta de bacternias mesdfilas
aernoblas en placas de gelosa-triptona-extracto -
de Levadura Lncubadas X horas a 35°C.
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Prueba para fosfatasa reactivada y resdidual.

Reactivo,

Solucibn de clorunc de magnesio. 0.1196 mg/
me. Disuelva 100 g de MgCly, « 5 H,0 en 25 me de
agua, entibie Ligenamente. Thransflera a un fras
co de 100 m, enjuague con agua, engrie y diluya
a 100 mk.

Controles.

Cologque 50 mf de cada muestra por analizar
en un baiio de agua en ebullicidin y manténgalo un
minuto asi después de que La muestra alcanzé --
95°C. Enfnfe y use una poreibn de cada una para
dilucién segldn se requiera y para el blanco henr-
vido.

Determinacidn,

Coloque 10 mf de alilcucta de La muestra en
un tubo de tapén de rosca (exento de fenol). Pre
Pare otho tubo Lidéntico con 10 mf de alicuota vy
agregue solucddn de MgCLy como sigue:



52

Contendido de grasa Solucién de MgCly/10 me
de La muestra (%). de alicuota (ml)

3 - 7 0.40

§ - 12 0.35

13 - 18 0.30

19 - 25 0.25

26 - 31 0.20

372 - 40 0.15

Incube ambas alicuotas durante una hora a -
34°C. Retirne Las muestras del baiio y retire un
ml de La muestra que contiene Mg y agregue 5 mi
delf blanco hervido cornnespondiente. Pruebe actd
vidad de fosfatasa por el método de Sandens-Sa--
gern a Ra muestra sin diluirn que no contiene Mg y
también a La muestra dilufda 1 + 5 que contiene
Mg .

Intenpretacidn.

Si La muestra 1 + 5 diludlda que contiene Mg
tiene una actividad de {fosfatasa mayor o Lgual a
La muestra sin diluirn que no contiene Mg,  5¢ ne-
pornta como negativa para fosfatasa residual e in
dica que La fosfatasa que se habia medido en un
principio erna nreactivada. S4 La muestra diluida
contiene menos activdidad que La muestra sin di--
Luin, se considena positiva para §0sfatasa nesi-
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dual desde un princdipio. También pueden obtener
se falsos posditivos para fosfatasa resdidual 54 -
La muestra neactivable se mantiene a elevada tem
peratura (70-75°F) por 2 horas o mds.



ASPECTOS ESTADPISTICOS
Método de minimos cuadrados
y X=X -X y =y -V x2 Xy

1) 0.5 (0.0472 11.05 ~-0.2068 |122.,1025 -2.2851
2) 1.0 0.051 10.55 ~-0.1978 [111.3025 ~-2.0867
3) 2.0 0.070 9.55 -0.1788 91.2025 -1.7075
4) 3.0 0.090 §.55 -0.1588% 73.1025 ~-1.3577
5) 4.0 0.108 7.55 -0,1408 57.0025 -1.0630
6) 5.0 0.12¢6 6.55 -0,1228 47,9025 -0.80453
7) 10,0 0.2272 ~-1.55 -0.07668 2.40725 0.04154
g) 20,0 0.39§ ~-8.45 0.1492 71.4025 ~-1.2607
9) 30.0 0.570 ~-18.45 0.3212 15340.4025 -5,.9261
10) 40.0 0.811 ~-728.45 0.5622 | §09.4025 | -15.9945

X = 115,51 5V = 2,488

X = 11.55% V= 0.248¢ IX™ = 1721.225% IXY = -32.485

4]



55

La necta de aproximacibn por mindimos cuadra
dos def confunto de puntos (Xp,-Yq), (X, Yo)...

(X Vn) tiene La ecuacidn:

VL,

y=6LO"'G(.7X

Donde Las constantes a, y ay se deteaminan
medLante el sistema de ecuaciones:

Ly

i

ag N + ay IX
XY

dg X + aq wx2

Que so0n Las LLamadas "ecuacliones normales para -
La recta de minimos cuadrados™.

Las constantes a, y ay pueden sacarnse de -
Las ecuaciones antenlores y se obtienen Las sL--
gulentes {Grmulas:

L. _lzy) zxh) - (x) (axy)
o - 2 Z

NZX® - (EX]
ar - NEXYy - (2X] (%2Y)

vix? - (xx)?
Sustituyendo en Las formulas anterniones:

(2.488) (1721.225) - (115.5) (-32.4856)
0 10 (1721.225) - (115.5)2

2.075

Q
i
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10 (-32.4856) - (115.5) (2.488]
10 (1721.225) - (115.5)°

0.1581

n

aq

Sustituyendo en La f6rmula: Y = a, + a; X,

con Lo obtenido anterniormente y resolviendo s4--

multdneas, con un par de puntos obtenidos en Los

datos queda Lo sigulente:

As

1]

(o0.5) [(.1.0)
(0.042) (0.0571)

< X
n

0.042 = a, + 0.5 ay
0.051 = a, + 1.0 a

a = -1.,0 aq + 0.051
0.042

il

(- 1.0 ay; * 0.051) + 0.5 a

0.042 = 0.05 a; + 0.051
- 0.051 + 0.042 = - 0.5 a
0,009
1 7 0.3
= 0,018

aq

Sus tituyendo aq:

0.051

a, *+ 1.0 (0.078)
a = 0,033
0



Método de pares de puntos.

Absonbancia.

Y

<)
<

<
<
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Soluciones Lipo.

0.042 X1 0.5
0.051 XZ 1.0
0.070 X3 2.0
0.090 X4 3.0
0.108 X5 4.0
0.12¢6 Xé 5.0
0.222 X7 10.0
0.398 Xg 20.0
0.570 X9 30.0
0.811 X70 40.0
V= 126 0.042 = 0.084
Yy = .2212 0.051 = 0,171
Vs = .398 0.070 = 0.328
V4 = 570 0.090 = 0.480
VS = 811 0.1708 = 0.703
0.084 + 0.171 + 0,328 + 0.480 + 0.703
5

0.3532



X, - X, = 5.0 - 0.5 = 4.5
X, - X, =1000 - 1.0 = 9.0
Xg - Xz = 20,0 - 2.0 = 16.0
Ko - X, =30.0 - 3.0 =27.0
i, - X5 = 40.0 - 4.0 = 36.0
§x - A5 * 9.0+ 18,0+ 27.0 ¢ 56
DX = 15.9

m= 0L - 03552 4 y1g

18.9

<

X

_0.50+ 1.0+ 2.0+ 3.0+ 4.0+ 5.0+ 10.0+ 20+ 30+ 40.0

X T0

- 115 _
X = == 11.55

V- 0.042+0,051+0.070+0,090+0.108+0,126+0,222+0.398+0,570

10
0.811
2.488

y: .,,0 = 2,488

De La ecuacibn de La recta:

V=mX+ C

58
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Despefando:

C=VYV -mX

C = 0.2488 - (0.07186) (171.55)
C = 0.2488 - 0.2145

C = 0.034

Sabiendo ya Los valores del centro de grave
dad de Los datos y de La pendiente, pueden susti
tuinse en La f6rmula de La rnecta y como se estdn
nelacionando Los datos de absorbancia contra uni
dades de fenol, al relacionarn con La pendiente -

“obténida aqul por estos datos, se LLega a obte--
ner dinectamente Las unidades de fenol.

AsL:
V=mX+¢C

Donde
m= 0.0186
C= 0.034
V = Valon de absorbancia.
X = Unidades de fenol, desconocidas.
Despefando X , queda:

y C
m
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Resultados de La hipdtesis 1.

Esta hipbtesis sostenia que Los descudldos -
pernsonales, en diferentes partes del andlisis, -
provocaban resultados anoramales al cuanitificar -
unddades de fenol.

AL nealizar un estudio a fondo en cuanto a
La observacibn estricta en fodos Los pasos de La
marcha del andlisis, se pudo comprobar que, en -
efecto, habfa varnias deficiencias debdidas exclu-
sivamente a desculdos personales.

Sin comunican estas observaciones al analis
ta, se procedid a realizarn un duplicado de andli
544 de Las mismas muesiras que &L hacfa, perno -
culdando estrictamente todos Los pasos de La marn
cha. Se anakizaron 200 muestras en La forma des
crnita, de Las cuales 34 Zuvieron difenrentes rne--
sultados. Se comprobb que de estas 34 muestras,
el nesultado siempre fue menor en aquellas que -
se analizaron con cudldado.

Se procedid a obtenen el valor esperado, de
bido a estos enrhones en el andlisis, aplicando -
La sigudlente formula:

E(X) =pX
En donde:

p = Probabilidad de occurnencda = —5=7 = 0,17
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|
u

Promedio de Las unidades de fenol de Las di
fernencias observadas.

EL valon de X nesulté sen de = 9.98
“Pon tanto: E ( X ) = 0,17 x 9.98 = 1,7

EL nesultado de 1.7 se Ainternpreta como Las
unidades de fenocl que deberdn aumentarse al va--
Lorn de La noama norteamericana de 4 unidades de
genol mdximas, en el caso de analizar como se ha
hecho hasta ahorna. Aqui quedan dos aliternativas:
La primera, seguirn analizando Lgual y poner como
norama, habiendo probado 5680 La hipbtesis 1, un
valon de 5.7 unidades de fenol como LEmite mdxA-
mo de La prueba, La segunda alternativa es analil
zah cuddadosamente manteniendo La norma actual -
de 4 unidades de fenol.
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Resultados de La hipbtesdis 2.

EL cniternio utilizado para proceder a La --
evaluacibfn de Las vaniables contenidas en el --
planteamiento de La hipétesis 2, consistil en --
nealizan Ros andlisis cornrespondientes del agua
con que se enfuagan Los ftanques, el pasterizadon,
Las LrLenadoras, el estado de Las gomas de Las -
LLenadoras y Ras botellas después del Lavado; se
selecediond una planta productora de Leche, La -
cual ha sido grecuentemente sancionada debido a
que se ha encontrado un resultado alto en cuanto
a Los valornes permitidos en unidades de fenocl.

EL muestreo se rnealizd de La sdguiente mane
na:

a) Muestra del agua del enjuague de La LLe-
nadona, antes de indciar el proceso con Leche.

b) Muestra del agua de enjuague delf Zanque
de batanceo, antes de indcian el proceso con Le-
che.

c) Muestra para analizarn rhestos fenblicos -
en botellas vacfas después de su Lavado (selis -
muestras) .

Los valonres de Las Lecturnas de absorbancia
obtenidos en el espectrofotémetro en nelacién a
Los Ancdsos antendiones, son Los sigudlentes:
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Fase  Absonbancia  Testigo Unidades de fenol

a) 0.075 0.065 0.0
b) 0.055 0.065 0.0
c)

1) 0.072 0.065 0.0
2) 0.062 0.065 0.0
3) 0.075 0.065 0.0
4) 0.073 0.065 0.0
5) 0.078 0.065 0.0
6) 0.065 0.065 0.0

Dado que Los resultados obtenidos, en unida
des de fenol, para Los thes tipos de muestras de
agua de enfuague corresponden a un valor de ceno
unidades, se concluye que estos aspectos no Lin--
§Luyen en el aumento del valor de dichas undida--
des de genol.
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Resultados de La hipbtesdis 3.

En base a que el enunciado de La hipdiesis

3 contiene dos variables, La primera netacionada
con La neactivacibn de La fosfatasa después de -
que La Leche peamanece a una Lemperatura elevada
durante varias horas, y La segunda relacionada -
con pruebas positivas para fosfatasa causadas -
por micrnoorgandismos, se procedld de La sigulente
manend:

a) Se tomd una muestra de Leche que de ante
mano se tenfa La seguridad de que no tenfa conta
minacibn porn fencl, con el obfeto de que, cual--
quien cantidad de fosfatasa que hublera, se de--
biera exclusivamente a proliferacidin bacterniana.

Postenionmente, La muestra fue colocada a -
una temperatura constante de 32°C con el objfeto
de acelerar La proldiferacibén bacterniana, y toman
do cada hora una cantidad determinada de La mis-
ma para efectuarle Las pruebas de §osfatasa, sem
brando en placa para cuenta estdndar, para obsen
varn La dependencia de ambas varlables. Se reald
z0 este procedimiento durante siete hornas conti-
nuas. Se realizaron diez phruebas y se muestran
Los promedios obtenidos en La fabla sigudiente:
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Tiempo en Abson- Te&tigo Unidades Cuenta

“horab bancia de fenol  Estdndan
0 0.186 0.194 0 80,000
1 0.173 0.194 0 100,000
2 0.209 0.194 0 180,000
3 0.200 0.194 0 500,000
4 0.235 0.194 0 560,000
5 0.193  0.194 0 1,100,000
6 0.160 0.194 0 1,950,000
7 0.186 0.194 0 3,500,000

De Los nesulitados anterniores, se concluye -
que La proliferacibn bacterniana no puede ser con
sidenada como factorn que Linfluya grandemente en
Las unidades de fenol que se deban reglamentan.
Esto, debido a qde se LLegbé a una cuenta bacte--
niana Lo suficientemente alta a niveles prdeiti--
cos como para que se hubilenra producido fosfatasa
microbiana; es decin, se ha observado en La prdc
tica diania que una Leche, aunque sea de Lnfima
categonia, nunca sobrepasa Los cuatro millones -
de bactenias en cuenta estdndar. Esto indica -
que se LLegld a este valor y no se obtuvo presen-
cia de fosfatasa, La probab.ilidad de ccunnencia
de este hecho (aparicidn de f§0sfatasa michobia--
na), es muy baja y de hecho no debe influin este
§endmeno en La noama por establecen.
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b) Reactivacibfn de La fosgatasa.

Aqui se pretendié estudiarn La incidencia -
del gendmeno de reactivaciin, para Lo cual se -
practicd La prueba de reactivacién a 50 muestras
que habfan presentado indicialmente una cuenta -
elevada de unidades de fencl. Ninguna de Las - -
muestras analizadas para reactivacién pneégnté'—
rneacedldn positiva a esta prueba. De aquli se pue
de concluin que este fendmeno no debe .influen---
clan significativamente La noma actual de esfta
prueba. Es sabido que esfe fendmeno se presenta
en Leches pastenizadas con cornto fiempo de expo-
siclén a alta temperatura o en Leches cuyo tiem-
po de exposdlcedidn es adecuado, pero La ftemperaitu-
ra de pasterdizacién es La mindma. Lo dnico que
se puede decin es que este fendmenc es muy poco
frecuente,
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Resultados de La hipGitesis 4.

Considerando que Los resultados obtenidos -
dunante La primera visita a La planta productohra
de Leche indicaron que La elevada cantidad de -
unidades de fenol no estaba relacionada con el -
agua de enjuague, gfue necesaria una segunda viLs4
ta cuyo objetivo fue el de muestrear Leche en di
fenentes etapas del proceso, para determinar --
jcudﬂ de éAtaA Lnﬁﬂuge en La contaminacidn del --
pnoducto i

+

Las fases del procedimiento de toma de mues
thas se nrealkizaron en el siguliente onrnden:

a) Leche pastenizada a La salida de La vdl-
vula desviadora de fLujo, a una femperatura de -
73.5°C.

bl Leche {frfa antes de entrar a La LLenado-
ra.

c) Leche de La zona de negeneracidn.

d) Leche pastenizada a La salida de La vdl-
vula desviadora de fLujo, a una temperatura de -
76°C.

e) Leche pasterizada de La salida de La vdl

vula desviadora de flujo, a una femperatura de -
78°C.

§) Leche pasterizada a La salida de La vdl-
T4
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vula desviadorna de §Lujo, a una femperatura de -
80°C.,

Los valores obtenidos para Las diferentes fa
ses, bse muestran en La tabla siguiente:

Fase Absonbancia  Testigo Unidades de fenol

a) 0.208 0.181 0

b) 1.567 0.181 72.41
c) 1.703 0.181 180,00
d) 0.366 0.187 §.11
¢) 0.247 0.181 1.72
§) 0.230 0.181 0.80

De estos nesultados se desprende que en La
fase a) La Leche ha sido bien pastenizada, pues-
to que se obtuvo un valon de cero unidades de fe
nol.

En Las fases b) y c) se observa un Lncremen
to de unidades de gfenclf debido probablemente a -
picadurnas en alguna de Las placas del pasteniza-
don, por Ro que Ase obsenva que en Las fases d),
e) y §), disminuyen notablemente dichas unidades
al efevan La temperatunra, sin que se Loghe un va
Lon Lgual a cero, debido posiblemente al paso de
pequeiias cantidades de Leche cruda en Leche pas-
tendizada. Asi, se LLega a La conclusidn de que



69

el asunto se nesitringe a un reacondiclonamiento
def equdipo paxra que su funcionamiento sea el ade
cuado.
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CONCLUSTIONES

Después de haben probado cada una de Las hi
pbtesis y obsenvado Los resultados obtenidos, se
puede concluin Lo siguiente:

1) En base a Las hipGtesis 1 y 2, se puede
decin que La Ancidencia de Los fenbmencs estudia
dos es bajisima.

2) Se concluye que La noama amenicana de 4
unidades de fencl es cornrecta, ya que seguramen-
te este valorn incluye La Lncidencia aleatonia de
Los fendmencs estudiados .

_ 3) Todas Las plantas que presentan resulta-
dos anonmales en La prueba de La §osfatasa, es -
porque existe un funcionamiento deficiente del -
pastenizadon, y La dnica sofucifn es una repara-
cibn adecuada del equipo.

4) En base al estudio realizado, Lo mds que
podala subin el Limite para actividad de fosfata
sa en MExico, es a 5.7 unidades de fenol. ’
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