Centro de Estudios de Postgrado

UNIVERSIDAD DE JAEN
Centro de Estudios de Postgrado

Trabajo Fin de Master

Analisis microbioldgico y

fisico-quimico de la leche

Alumnol/a: Maria José Santolaya Hernandez

Tutor/a: Hikmate Abriouel Hayani
Dpto: Ciencias de la Salud
Julio, 2018

.// fs,.[,,t .
[ /

/



INDICE

RESUMEN ... e e e e e e e e e e e e e e eanaaee 3
ABSTRACT .ttt e e e e e et e e e e e e e et e e e e e e a e araaaas 3
1. INTRODUCCION ....covitiieieteeteeeeeeeeee ettt ettt e eee s 4
1.1 HISTORIA . e eaa s 4
1.2. PRODUCTOS LACTEOS ...coeiiiiiiieieeieie et 5
1.3 LECHE ... ettt a e 7
1.3.1. Composicion nutricional de laleche.............ccceevvviiiennnne. 8

1.3. 1.1, AQUA it 9

1.3.1.2. ComMPONENLE GrasO .......cceveeeerreeerrriiiieeeeeeeeeeninnannns 9

1.3.1.3. Proteinas .....coooeeeieiieiee e 10

1.3.1.4 Carbohidratos ..........cccceeeeiiiiiii, 11

1.3.1.5 Salesy Minerales..........cccccoiiiiiiiiiii, 12

1.3.1.6 VItAMINAS ...uvvniiiieeeieieeiiiice e e e e eeeeees 12

1.3.2 Tratamiento tErMICO ...........uuuuuurumririiiniiiiriiineinnenenennennnneenns 13

1.3.3 Microbiologiade laleche.............ccccovviiiiiiiiiii e, 15

1.3.4 Deteriorode laleche .......ccccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiii e, 21

1.3.5 AdUREraCiONES......coovieeieeeeeiiecee e 22

2. DESCRIPCION DE LA EMPRESA......oottiiiiiiiiieieee e 25
3. OBUIETIVOS ..ottt e e e e e 28
4. MATERIALES Y METODOS ..ot 29
4.1. AlIMentos eMPleadOS: . ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29
4.2. Preparacion de 1asS MUESEIaS: ........cceeieeiiiiiiiiiiiiieieee e 29
4.3. Material de laboratorio empleado:............cccoooeieiiiiiiiiiiiiie e, 30
4.4. Métodos analiticos empleados: .............ceeeiiiieiiiiiiiicee e 31
4.4.1 ANALISIS MICROBIOLOGICOS:.....coviveieieieierieieeaieieeans 31

- Medios de cultivo y SOIUCIONES. .........cevviieeiiieiiiiiiiee e, 31

- Procedimiento........cooiiiiiiiiii 37



4.4.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS .......coeoveeeeeeeeeeeee e, 40
- Deteccion de aflatoxina M1 en leche cruda................... 40
- Método cualitativo para la deteccion de fosfatasa en leche
PASLEUNIZATA. ....coeeeeieeeeeee e 44
- Deteccion de sustancias inhibidoras en leche en leche

(0] 10T = WP 42

- Determinacion del contenido graso en leche. Método

GRIDEY e 46

5. RESULTADOS ...t e e e eaas 50
5.1 Resultados mMicrobiolOgICOS ........ccovveeeiiiiiiiiiiieee e, 50

5.2 Resultados fiSICO-QUIMICOS .........iiiiieeiiiiiiiiie e 54

B. DISCUSION ..ottt 61
7. CONCLUSIONES. ... 66
8. BIBLIOGRAFIA ..ottt 68



RESUMEN

La historia del consumo de la leche y los productos lacteos se remonta a la
aparicion de la ganaderia en la historia de la humanidad. A lo largo de los
tiempos, el hombre aprendié a transformar la leche, tanto para conservarla
durante mas tiempo como para variar sus formas de consumo. De este modo ha
ido apareciendo la extensa variedad de productos lacteos de los que hoy en dia
disponemos. Dada la importancia de la leche como alimento, es producida a gran
escala en el mundo. Pero para que la leche cumpla con las expectativas
nutricionales debe reunir una serie de requisitos que definen su calidad: su
composicién fisico-quimica, cualidades organolépticas y numero de
microorganismos presente. En este trabajo se persiguio valorar la calidad de la
leche desde el punto de vista fisico-quimico y microbiolégico. Para ello, se llevo
a cabo diferentes andlisis fisico-quimicos como la presencia de sustancias
inhibidoras y aflatoxinas en leche cruda y fosfatasa en leches pasterizadas.
Ademas, se valoro el contenido de grasa en ambas. Con respecto a la calidad
microbioldgica, se llevaron a cabo estudios referentes a enterobacterias y
Listeria monocytogenes en leches pasterizadas, y estimacion de la carga
microbiana en leches crudas. Los resultados obtenidos mostraron que tanto la
leche cruda como la pasterizada presentaron parametros que se encuentran

dentro de los limites legales permitidos para el consumo humano.

ABSTRACT

The history of the consumption of milk and dairy products goes back to the
appearance of livestock in the history of mankind. Throughout time, man learned
to transform milk, both to preserve it for longer and to vary their forms of
consumption. In this way, the extensive variety of dairy products that we have
today has been emerging. Given the importance of milk as food, it is produced in
a large scale in the world. But for milk to meet nutritional expectations, it must
meet a series of requirements that define its quality: its physical-chemical
composition, organoleptic qualities and the number of microorganisms present.
In this work, the aim was to assess the quality of the milk from the physical-

chemical and microbiological point of view. For this purpose, different physical



and chemical analyzes were carried out, such as the presence of inhibitors and
aflatoxins in raw milk and phosphatase in pasteurized milk. In addition, the fat
content was assessed in both. With regard to the microbiological quality, studies
were carried out concerning enterobacteria and Listeria monocytogenes in
pasteurized milk, and estimation of the microbial load in raw milks. The results
obtained showed that both raw and pasteurized milk presented parameters that

are within the legal limits allowed for human consumption.

1) INTRODUCCION

1.1 HISTORIA

La historia del consumo de la leche y los productos lacteos se remonta a la
aparicion de la ganaderia en la historia de la humanidad. En el Mesolitico, el
hombre pasoé de cazar y recolectar a dedicarse exclusivamente al cultivo agricola
y a la cria de ganado. Con el nacimiento de la ganaderia, se comenzo a ordefiar
a los animales y a partir de aquel momento, la leche de vaca, cabra y oveja, se
consider6 el alimento por excelencia, la fuente de la fortaleza y de la vida. (Bonet
et al. 2014). En numerosas culturas, la leche fue sinénimo de salud, riqueza,
fertilidad y pureza. Los primeros escritos sobre la utilizacion de la leche como
alimento proceden de Sumeria y Babilonia. La leche se guardaba en pieles,
vejigas o tripas, y al exponerse al sol se coagulaba. Asi surgi6é el queso. (Bonet
et al., 2014).

En la Edad Media y hasta el siglo XVIlII, el consumo de leche se concentraba en
el mundo rural. Era un alimento poco apreciado, vehiculo de transmision de la
brucelosis o fiebre de Malta. En el siglo XIX, con los progresos de la cienciay la
tecnologia, los problemas de conservacion e higiene se solventaron con la
pasterizacion, y posteriormente con la esterilizacion. En el siglo XX la leche se
convierte en la materia prima de una importante industria y se pone al alcance

de los consumidores de forma facil, segura y econémica (Bonet et al., 2014).

A lo largo de los tiempos, el hombre aprendié a transformar la leche, tanto para

conservarla durante mas tiempo como para variar sus formas de consumo. De



este modo ha ido apareciendo la extensa variedad de productos lacteos de los

gue hoy en dia disponemos (Bonet et al., 2014).

1.2 PRODUCTOS LACTEOS

Los productos lacteos son aquellos productos obtenidos mediante cualquier
elaboracion de la leche, que puede contener aditivos alimentarios y otros
ingredientes  funcionalmente necesarios para la elaboracion (Codex
Alimentarius).

El caracter unico de la leche como fuente de componentes multifuncionales hace
que su utilizacion represente importantes ventajas para la elaboracion de
alimentos.

La leche y sus derivados son componentes fundamentales en la dieta de una
gran parte de la poblacion mundial. Muchos de los productos lacteos que
consumimos hoy en dia tienen su origen en antiguas técnicas de elaboraciéon de
alimentos que, en algunos casos, se conocen desde hace cientos e incluso

millones de afios (Early, 1998)

El desarrollo de la tecnologia de los alimentos ha permitido el disefio de nuevos
métodos de fabricacion para los productos tradicionales, asi como la introduccién
de novedosos derivados lacteos en el mercado.
Desde mitad del siglo pasado los productos lacteos experimentan un consumo
hiper masivo que ha generado que la industria productora desarrolle nuevas
tecnologias para poder satisfacer la enorme demanda en tiempo y forma (Early,
1998).

Si bien es una realidad que la mayoria de los lacteos que consumimos hoy
provienen de las vacas, cabe destacarse que también se consume leche de otros
mamiferos ademas de la vaca, tales como: cabra, oveja, bufala, camella 'y yegua,

aunque en menor cantidad (Ucha, 2013).

Los productos que derivan de la leche normalmente son obtenidos gracias a la

fermentacion y el procesamiento de la leche una vez obtenida.



Segun FAOSTAT se producen una amplia variedad de productos lacteos entre

los que se encuentran:

La leche liquidaes el producto lacteo mas consumido, elaborado vy
comercializado. La leche liquida abarca productos como la leche
pasteurizada, la leche desnatada, la leche normalizada, la leche

reconstituida, la leche de larga conservacion (UHT) y la leche enriquecida.

Las leches fermentadas se utilizan frecuentemente para fabricar otros
productos lacteos. Se obtiene de la fermentacion de la leche utilizando
microorganismos adecuados para llegar a un nivel deseado de acidez. Entre
los productos fermentados figuran yogur, kumys, dahi, laban, ergo, tarag,

ayran, kurut y kefir.

Los quesos se obtienen mediante la coagulacién de la proteina de la leche
(caseina), que se separa del suero. Los quesos pueden ser duros, semiduros,
blandos madurados o no madurados. Las distintas caracteristicas de los
quesos derivan de las diferencias en la composicion de la leche y los tipos de
esta, los procedimientos de elaboracién aplicados y los microorganismos

utilizados.

La mantequilla y el ghee (mantequilla clarificada) son productos grasos
derivados de la leche. La mantequilla se obtiene del batido de la leche o nata.
El ghee se obtiene eliminando el agua de la mantequilla y se consume

especialmente en Asia meridional.

La leche condensada se obtiene de la eliminacion parcial del agua de la
leche entera o desnatada. La elaboracién prevé el tratamiento térmico y la
concentracion. La leche condensada puede ser edulcorada o no edulcorada,
pero la mayor parte es edulcorada.

Las leches evaporadas se obtienen de la eliminacion parcial del agua de la
leche entera o desnatada. La elaboracién prevé el tratamiento térmico para

garantizar la estabilidad e inocuidad bacteriol6gica de la leche.

Laleche en polvo se obtiene de la deshidratacion de la leche y

generalmente se presenta en forma de polvo o granulos.
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e Lanataes la parte de la leche que es comparativamente rica en grasas; se

obtiene descremando o centrifugando la leche.

e Sueros: Segun FAOSTAT, por suero se entiende la “parte liquida de la leche

gue queda después de separar la leche cuajada en la fabricacion del queso.

e Lacaseina es la principal proteina de la leche y se utiliza como ingrediente
en varios productos, entre estos quesos, productos de pasteleria, pinturas y
colas. Se obtiene de la leche desnatada mediante precipitacion con el cuajo

o mediante bacterias inocuas productoras de acido lactico.

Tanto la leche como los productos derivados de ella son considerados altamente
perecederos y por tal hecho es que se recomienda cumplir con el mantenimiento
de la cadena de frio una vez que se producen y hasta que llegan a manos de los
consumidores, quienes también deben cumplir con esta obligacion para

preservarlos (Ucha, 2013).

Siempre se debera conservarlos refrigerados y ademas respetar las fechas de
vencimiento que se inscriben en sus envases. También por esta cuestion es que
los envases de los lacteos disponen de un disefio especial para proteger al
producto en este sentido (Ucha, 2013).

1.3 LECHE

Se entiende por leche natural el producto integro, no alterado ni adulterado y sin
calostros, del ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las
hembras mamiferas domésticas sanas y bien alimentadas (BOE-A-(1967)-
16485).

Desde un punto de vista bioldgico, la leche es la secrecién de las hembras de
los mamiferos, que tiene la funcién de satisfacer los requerimientos nutricionales

del recién nacido en sus primeros meses de vida (Bar¢ et al., 2010).

El primer fluido segregado por la glandula mamaria es el calostro, una solucion
cremosa, amarilla y concentrada de grasas, vitaminas y proteinas, en especial

inmunoglobulinas y anticuerpos (Mc Gee, 2010).



Todos los mamiferos producen leche para sus crias, pero solo unos pocos
parientes cercanos han sido explotados por los humanos. Los animales que
contribuyen al suministro mundial de leche de manera significativa son: vacas,

carabao (bufalo asiatico), ovejas, cabras, camellos y yacks (Mc Gee, 2010).

Con la denominacion genérica de leche se comprende Unica y exclusivamente
la leche natural de vaca. Las leches producidas por otras hembras de animales
domésticos se designaran indicando ademas el nombre de la especie
correspondiente: leche de oveja, leche de cabra, leche de burra, leche de yegua
y leche de camella (BOE-A-1967-16485).

Dada la importancia de la leche como alimento, es producida a gran escala en el
mundo. Segun las estadisticas de las FAO la produccion mundial de leche fue
igual a 753,9 millones de toneladas (afio 2012). La leche de vaca es la que mas
contribuye al suministro mundial (83%), seguido por la leche de bufala (12,9%) y
cabra (2,4%) (FAOSTAT, 2016).

La produccién mundial de leche total (2016) fue de 798,5 millones de tonedadas.
El principal pais productor de leche es India (159,4 millones de ton), seguido por
Estados Unidos (96,4 millones de ton). Respecto a la produccion de leche de
vaca, el principal pais productor es Estados Unidos (96,4 millones de ton),
seguido por India (77,4 millones de ton) (FAOSTAT, 2016).

1.3.1. Composicion nutricional de la leche

La leche comunmente consumida por todos los grupos de edad de las personas,
es una de las principales fuentes de nutrientes, incluida la lactosa, todos los
aminoéacidos esenciales (Campagnollo et al., 2016; USFAO, 2008) o proteinas
(albumina y caseina) y minerales, vitaminas y varios acidos grasos, que son
vitales para la salud humana. La leche contiene nutrientes nutritivos (Claeys et
al.,, 2014; Rosa et al., 2017; Shahbazi et al., 2016). Su composicion es
extremadamente compleja y varia ampliamente entre razas e incluso entre
individuos de la misma raza. En su composicién también influyen otros factores

como, por ejemplo, la alimentacién, edad del animal y fases de lactacion.



Componente %
Agua 86 — 90
Grasa 2-4
Proteina 25-4
Glucidos 5
Minerales 0,6 -0,7
Vitaminas A-B-C-D-E

Tabla 1. Componentes de la leche

1.3.1.1 Agua

Cuantitativamente, el agua es el componente mas importante. Los restantes
componentes de la leche constituyen lo que se conoce como el extracto seco

total, que alcanza cifras entre el 12,1 y el 13%.

El agua es la fase continua de la leche y el medio de transporte para sus
componentes solidos y gaseosos. Se encuentra en dos formas, el agua libre y el
agua de enlace. El agua libre es la de mayor cantidad y en ella se mantiene en
solucién la lactosa y las sales. El agua libre es la que sale en el suero de la
cuajada. El agua de enlace es la formada por la cohesion de los diferentes
componentes no solubles, se encuentra en la superficie de estos compuestos y
no forma parte de la fase hidrica de la leche por lo cual su eliminacion es bastante
dificil (Gémez, 2005).

1.3.1.2 Componente graso

La grasa lactea se sintetiza en su inmensa mayoria en las células secretoras de
la glandula mamaria y constituye cerca del 3% de la leche. Se encuentra en
forma de particulas emulsionadas o suspendidas en pequefios glébulos
microscopicos, cuyos diametros pueden variar de 0.1 a 0.22 micrones que se
encuentran rodeados de una capa de fosfolipidos que evitan que la grasa se
aglutine y pueda separarse de la parte acuosa. La grasa de la leche puede sufrir
alteraciones causadas por la accion de la luz, del oxigeno y enzimas (lipasas).

Los procesos hidroliticos oxidativos conducen a la formaciéon de peroéxidos,



aldehidos, cetonas y acidos grasos libres, origindndose asi alteraciones del

sabor que se hace sebaceo o rancio (Lerche, 1969)

El contenido de grasa puede variar por factores como la raza y las practicas de
debidas a la alimentacion, ademas, se mantiene constante en los diversos
periodos de lactacion, tan so6lo en el calostro parece disminuir su porcentaje. Se
ve afectada por el estado sanitario de la ubre presentando disminuciones
significativas cuando se presentan procesos inflamatorios o infecciosos (Lerche,
1969).

Se clasifican en sustancias saponificables y no saponificables. Las sustancias
saponificables comprenden principalmente los triglicéridos y los fosfolipidos. Las
sustancias insaponificables comprenden loas vitaminas y carotenoides (Gomez,
2005).

1.3.1.3. Proteinas

En la leche se distinguen dos grupos de compuestos nitrogenados: las proteinas
(95%) y las sustancias no proteicas conocidas como nitrégeno no proteico (5%)
(Baro et al., 2010).

Dentro del grupo de las proteinas se distinguen las caseinas y las proteinas del
lactosuero (Baro et al., 2010):

e Caseinas: Constituyen el 80% de las proteinas totales de la leche de
vaca. Se encuentran en suspension formando parte de unas estructuras
conocidas como micelas de caseina.

e Proteinas del lactosuero: Representan el 20% del total de proteinas y
se encuentran solubilizadas en agua con la que presentan una gran

afinidad.

Las proteinas de la leche tienen una estructura definida pero cuando la leche es
sometida a diferentes tratamientos esta estructura puede cambiar (Gomez,
2005).
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» Lacaseina

La caseina es la proteina mas abundante, ademas de ser la més caracteristica
de la leche por no encontrarse en otros alimentos, existen tres tipos de caseinas
(a, B y Kapa caseina), en la leche también se encuentra la albumina y la
globulina. El valor biolégico de la caseina en la alimentacion obedece a su
contenido en amino&cidos esenciales que separan la parte acuosa por accion de
enzimas como la renina o la quimiocina, que son las responsables de la

precipitacion de la proteina en la elaboracion de quesos (Lerche, 1969).

La leche en forma natural contiene calcio, por lo que la coagulacion podria
ocurrir en cualquier momento, sin embargo, para que esta precipitacion no
suceda, la caseina K que es insensible al calcio, forma una especie de
revestimiento protector en torno de las caseinas a, B y y, e impiden que
reaccionen con el calcio, manteniendo de esta manera la estabilidad de la
proteina de la leche (Gémez, 2005; Kirk et al.,1996).

1.3.1.4 Carbohidratos

Los hidratos de carbono de la leche estdn compuestos esencialmente por lactosa
y, en pequefas cantidades, algunos otros azlUcares como glucosa y galactosa y
otros hidratos de carbono como glucolipidos, glucoproteinas y oligosacaridos
(Gbémez, 2005).

Los carbohidratos de la leche estan representados en su mayoria por la lactosa,
el Unico carbohidrato libre presente en todas las leches que se encuentra en
cantidades importantes (Cheftel et al., 2000)

Es un disacarido formado por glucosa y galactosa. Se encuentra en solucién en
la fase acuosa de la leche (GOmez, 2005). Se sintetiza en la glandula mamaria y
tiene un sabor que es relativamente poco azucarado, poco soluble y posee un
efecto reductor (Cheftel et al., 2000). La lactosa es muy estable frente al ataque
enzimatico; sin embargo, es la mas sensible a la acciéon microbiana (Yoldi et al.,
1999).
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1.3.1.5 Sales y Minerales

La leche contiene alrededor de un 1% de sustancias minerales. Estas sales
pueden encontrarse tanto disueltas como en estado coloidal junto a la caseina.
Estas sales estan constituidas por cationes metalicos y aniones organicos e

inorganicos (Baro et al., 2010).

En la composicién en minerales de la leche se pueden distinguir entre (Baro et
al., 2010):

Macroelementos: las sales mayoritarias de la leche estan constituidas por

cloruros, fosfatos y citratos de potasio, calcio, sodio y magnesio. Presentan una

gran importancia a nivel nutricional e industrial.

Oligoelementos: Los minerales que se encuentran en menor cantidad son: zinc,

cobre, hierro, yodo y manganeso. Aunque estos se encuentran en menor
cantidad son también importantes en la dieta alimenticia y algunos como el cobre

y el zinc actiian como catalizadores en las reacciones de oxidacion de las grasas.

Estos minerales ademas de su indiscutible valor nutricional tienen una enorme

importancia en el mantenimiento de la estabilidad de la leche (Bar6 et al., 2010).

1.3.1.6 Vitaminas

La leche contiene vitaminas como la A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, C, carotenos,
nicotinamida, biotina, acido folico, su concentraciébn esta sujeta a grandes

oscilaciones (Agudelo et al., 2005).

La leche es la principal fuente de alguna de estas vitaminas en la alimentacion
humana. Unas estan unidas a la grasa (vitaminas liposolubles); sonla A, laDy
la E. Otras vitaminas estan disueltas en su fraccibn acuosa (vitaminas
hidrosolubles) y son la Riboflavina (B2), Tiamina (Bl), Piridoxina (B6),
Cianocobalamina (B12), la vitamina C, Niacina (B3) y vitamina H (Biotina).
También  contiene acido  félico. Entre estas vitaminas destacan
fundamentalmente la vitamina Ayla D, la Riboflavina o vitamina B2 y la

Cianocobalamina o vitamina B12 (Roca, 2017).
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En mayor o menor cantidad, la leche contiene todas las vitaminas importantes

para la vida (Gémez, 2005).

Las vitaminas de la leche tienen la tendencia a destruirse debido a diferentes
factores entre los cuales los mas importantes son: los tratamientos térmicos, la
accion de la luz, las oxidaciones entre otros. Las vitaminas como la Vitamina C,
A, procarotenos, y E o tocoferol tienen un gran poder antioxidante y por lo tanto
es utilizado en la industria como agentes antioxidantes de la grasa de la leche
(Gémez, 2005).

1.3.2 Tratamiento térmico

A través de la historia los mecanismos de conservacion han marcado el
desarrollo del mercado y del consumo de la leche y los subproductos lacteos.
Actualmente, el consumo de leche cruda esta prohibido en la mayoria de los
paises, ya que esta debe ser sometida a procesos industriales, garantizando asi
su salubridad, tiempo de conservacion y comercializacion (Ministerio de

Agricultura y desarrollo rural, 2010).

El calor intenso es uno de los tratamientos térmicos mas utilizados para
conservar la leche. Existen diferentes tipos de tratamientos, cada uno de ellos
tiene un efecto concreto, que varia en funcion del binomio temperatura-tiempo,

segun el efecto que ejerza el calor sobre el alimento (Bonet et al., 2014).

e Termizacién: Es el primer paso antes de los tratamientos de elaboracion a
los que se sometera posteriormente. Su objetivo es aumentar la vida Gtil de
la leche cruda durante su almacenamiento a bajas temperaturas. Consiste en
un proceso de conservacion en el que la leche se calienta a temperaturas
entre los 62-65°C durante 15-20 segundos seguido de un rapido enfriamiento
a <6°C (ICMSF, 1998).

Este tratamiento reduce el numero de Vviables psicotrofos como
Pseudomonas spp. La actividad fosfatasa alcalina se reduce, pero no se
elimina (ICMSF, 1998).

La termizacion no permite un control total de los patdgenos en estado
vegetativo, aunque su niumero puede disminuir con lo que se reduce el riesgo.

De forma especifica debe resaltarse que Listeria monocytogenes puede
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sobrevivir al proceso de termizacion (Mackey et al., 1989) y multiplicarse

durante el posterior almacenamiento en frio.

Pasterizacidon: Es un proceso tecnoldgico que consiste en someter a la leche
a un tratamiento térmico suave que permite mantener las caracteristicas
nutritivas y organolépticas de la misma. La pasteurizacion, se aplica para
conseguir la seguridad microbiolégica y ampliar la vida util de la leche
refrigerada a <6°C (IDF, 1985). Sin embargo, no consigue destruir las
esporas de algunos microorganismos, que son las formas de resistencia que
utilizan para soportar las altas temperaturas.

Entre los microorganismos termoduricos se encuentran bacterias no
esporuladas que muestran una gran termorresistencia, como Micorcoccus
spp., Enterococcus faecalis y Ent. faecium y algunos lactobacilos (Deibel et
al., 1984).

Existen tres modalidades de pasterizacion: (Bonet et al., 2014).

- Pasterizacion baja (Low Temperature Holding — LTH): la leche se
calienta a una temperatura de 60 - 61°C durante aproximadamente 30
minutos.

- Pasterizacion (High Temperature Short Time — HTST): la leche se
somete a temperaturas de 72-78°C durante al menos 15 segundos.

- Pasterizacion alta (Flash): la leche se somete a temperaturas mas

altas, 85-90°C durante 1-2 segundos.

Estas condiciones son suficientes para reducir las poblaciones de bacterias
vegetativas patdgenas a un nivel que se considera seguro para la salud
publica (ICMSF ,1998).

La leche sometida a este tratamiento debe mantenerse siempre en
refrigeracion y conviene consumirla en un plazo de 2-3 dias (Bonet et al.,
2014).

Esterilizacién: Con este tratamiento se asegura la destruccion total de
microorganismos y esporas, dando lugar a un producto estable y con largo

periodo de conservacion (Bonet et al., 2014).
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La leche se somete a altas temperaturas durante un tiempo bastante elevado
(115-120°C durante 15-30 minutos). Este tratamiento, y la conservacion
posterior, provocan una pérdida de vitaminas sobre todo B1, B12 y C, asi
como la disminucion de la disponibilidad de algunos aminoacidos esenciales.
Este tipo de leche se comercializa generalmente envasada en botellas
blancas opacas a la luz, y se conserva, siempre que no esté abierto el
envase, durante un periodo de 5-6 meses a temperatura ambiente. Sin
embargo, una vez abierto el envase, la leche se debe consumir en un plazo
de 4-6 dias y mantenerse durante este tiempo en refrigeracion (Bonet et al.,
2014).

Esterilizacién UHT: Es un proceso tecnolégico que consiste en calentar la
leche a temperaturas elevadas durante un tiempo muy corto. La esterilizacion
UHT se puede aplicar con un sistema indirecto (sin contacto directo del vapor
con la leche), a través de superficies calientes; suele ser un ciclo de 128°C
durante 20 segundos aproximadamente, o con un sistema directo (inyeccion
directa del vapor en la leche), que permite alcanzar alrededor de 150°C en 4
— 6 segundos (Bonet et al., 2014).

Cuanto més corto es el periodo de calentamiento de la leche, mejor se
mantienen las cualidades nutritivas y organolépticas del producto final, que
permanecen practicamente intactas o varian muy poco respecto a las de la
leche de partida (Bonet et al., 2014).

Después de este tratamiento, la leche se conserva a temperatura ambiente
durante tres meses, aproximadamente, si el envase se mantiene cerrado.
Una vez abierto, debe conservarse en la nevera, durante un periodo maximo
de 4 a 6 dias (Bonet et al., 2014).

1.3.3 Microbiologia de la leche.

La leche es un buen medio de cultivo para el crecimiento de varios

microorganismos por su contenido en agua, pH casi neutro, y una amplia

variedad de nutrientes como lactosa y diferentes proteinas (Mossel et al., 2003).

leche contiene varios factores antimicrobianos: lisozima, lactoferrina,

proteinas de la leche unidas a vitamina B12 y acido folico, lactoperoxidasa e
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inmunoglobulinas maternas. La lactoferrina tiene la capacidad de quelar el hierro.
La lactoperoxidasa cataliza la sintesis de compuestos con efecto inhibidor sobre

bacterias, pero no levaduras o mohos (ICMSF, 1998).

Los microorganismos son importantes en la leche y los productos derivados
porque producen aromas y propiedades fisicas deseables en productos lacteos,
pero otros pueden generar alteraciones y algunos patdégenos o sus toxinas
pueden tornar peligrosos a los productos lacteos (Mossel et al., 2003.).

Una de las ramas de la industria lactea que depende en gran manera de la
actividad de los microorganismos es la elaboracion de los quesos. Existe una
gran variedad de quesos que se elaboran bajo la actividad enzimética de
especies bacterianas y fungicas. Sin embargo, hay otros microorganismos que
no se pueden usar debido su capacidad de alterar la composicion y
caracteristicas organolépticas de la leche y derivados lacteos o por sus agentes
causales de enfermedad en los consumidores. La importancia del estudio

microbioldgico de la leche se basa en tres razones (Sabena, 2009):

* Producen cambios deseables en las caracteristicas fisicas-quimicas de la leche
durante la elaboracion de diversos productos lacteos.

* Los productos lacteos y la leche pueden contaminarse con microorganismos

patégenos o sus toxinas y provocan enfermedades en el consumidor.

* Pueden causar alteraciones de la leche y productos lacteos haciendo
inadecuados para el consumo. En la leche se encuentran microorganismos como

bacterias, hongos (mohos y levaduras).

Dada las caracteristicas de la leche cruda, los microorganismos predominantes
y que se ven favorecidos para su crecimiento son las bacterias. En la leche se
pueden encontrar diverso géneros y especies bacterianas. Aquellas de mayor
importancia en la industria lactea son las llamadas bacterias lacticas y las
bacterias coliformes. Es muy dificil producir leche cruda libre de coliformes, no
obstante, los altos recuentos son indicadores de malas practicas de produccion,

transporte o almacenamiento (Jay et al., 2005).
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> Bacterias Gram positivas:

Bacterias lacticas: Son bacilos o cocos, Gram-positivos, no esporulados y en
general catalasa-negativos, con una amplia distribucién y adaptabilidad a
diferentes ambientes. Pueden producir un pH 4,0 en los alimentos con
carbohidratos fermentables, inhibiendo el desarrollo de otras bacterias. Aunque
son mesofilicas y pueden crecer a 5-45°C (Sharpe, 1981).

El género Lactobacillus se divide en tres grupos (Jay et al. 2005):

a) homofermentativos obligados (L. acidophilus, L. delbrueckii subespecie

bulgaricus, etc) son termobacterias que no fermentan pentosas,

b) heterofermentativos facultativos (L. casei, L. plantarum, etc) que fermentan

pentosas,

c) heterofermentativos obligados (L. brevis, L. reuterii, etc) que producen CO2

de glucosa.

Los cocos comprenden también a Aerococcus, Carnobacterium, Pediococcus,
Tetragenococcus y Vagococcus, ademas de los géneros ya nombrados (Ludwig
et al., 1985). Hay tres grupos genéticamente diferentes de cocos (Schleifer et al.,
1985):

a) Streptococcus en la ubre y la cavidad oral,
b) Enterococcus (E. faecalis, E. faecium, etc) propios del intestino y
c) Lactococcus, en la leche.

Los enterococos estdn con frecuencia en los quesos de leche cruda
contribuyendo a las caracteristicas organolépticas, entre ellos E. casseliflavus,
E. faecalis y E. durans. Pero E. faecium y Streptococcus bovis, que predominan
en el intestino vacuno, no se suelen encontrar en la leche ni en el queso
(Gelsomino et al., 2002). Aproximadamente el 10% de la leche cruda contiene
diversos fagos de Lactococcus lactis, algunos de los cuales son sensibles a la
pasterizacion, pero el 34% de las cepas industriales son resistentes a la infeccion

por fagos (Madera et al., 2004).
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Las bacterias lacticas poseen propiedades terapéuticas, mostrando una variedad
de efectos beneficiosos. La fermentacion de la leche por los lactobacilos genera
una mayor disponibilidad, digestibilidad y asimilacion de sus nutrientes,
aumentan la concentracién de la vitamina B1, acido lactico, galactosa, acidos
grasos y elementos esenciales como Ca, P, Mn, Fe y Zn (Mc Donough et al.,
1983). L. acidophilus actua disminuyendo el colesterol en sangre (De Smet et al.,
1995). L. helveticus produce leche fermentada rica en inhibidores de la enzima

convertidora de la angiotensina (Fuglsang et al., 2002).

La hidrolisis de la lactosa mediante la 3-galactosidasa y la fermentacion de los
productos, resultan ser beneficiosas para las personas intolerantes a la lactosa
(Gilliland, 1984.). Las bacterias del &cido lactico y sus metabolitos presentan
propiedades anticancerigenas que pueden deberse a: inhibicion de células
tumorales, supresién de las bacterias productoras de Pglucosidasa, B-
glucuronidasa y azorreductasa responsables de la liberacidbn de sustancias
cancerigenas a partir de sustratos inocuos, o degradacion de sustancias
cancerigenas como las nitrosaminas (Goldin, 1984; Goldin, 1977). Son
conocidas las propiedades probiéticas, con impacto en la salud humana, de la
leche fermentada comercial con cepas de L. casei y L. acidophilus (Apella et al.,
1992; Gonzalez et al., 1990; Perdigdn et al., 1991). El 51,2% de las células de L.
casei ingeridas con la leche fermentada sobreviven en el ileo y el 28,4% en el

colon (Oozeer et al., 2006).

Micrococcos: Estas bacterias son aerobias estrictas; no fermentan la glucosa,
sino que la degradan provocando un débil descenso en el pH. Utilizan tanto el
acetato como el lactato como fuente de carbono. Los micrococos no son
patdgenos; estan desprovistos de coagulasa y hemolisina; se hallan con
frecuencia sobre la piel del hombre y de animales. Los micrococos forman parte
de la microbiota inocua de la leche y frecuentemente se encuentran después del
ordefio. Tienen poca importancia en los problemas referentes a la conservacion
y tratamiento de la leche por presentar una temperatura 6ptima bastante elevada

(37° C) y por sus actividades enzimaticas reducidas (Alais, 1985).

Estafilococos: son anaerobios facultativos, fuertemente fermentadores.
Provocan una fermentacién acidificante de la glucosa con un descenso acusado
del pH. Al contrario que micrococos, producen acetoina. Actian en una amplia
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region de pH de 4,2 a 9,3. Los estafilococos patdogenos poseen con frecuencia
una coagulasa. Se consideran patdégenos si presentan DNasa* y fosfatasa*, que
estan ligados a la produccion de enterotoxinas. Hoy en dia se conoce una sola

especie patdgena Staphylococcus aureus (Alais, 1985).

Bacterias esporuladas: son las Unicas que forman endospora, lo cual les
permite soportar temperaturas elevadas; estas mueren por encima de los 100°
C. Son las responsables de la alteracidn de la leche hervida o insuficientemente
esterilizada, quesos fundidos y otros. A pesar de su termorresistencia, debida a
las esporas, muchas de estas bacterias son mesofilas, se desarrollan a unos 30°
C y se inhiben a temperaturas superiores a 45° C. Las bacterias esporuladas no
suelen manifestarse en la leche cruda y en los productos lacteos que no se han
calentado (Alais, 1985).

Los Bacillus son bacterias esporuladas con actividad enzimética variada
producen acidificacion, coagulacion y proteolisis.  Los Clostridium son
anaerobios estrictos, producen gas. Algunos producen toxinas patdégenas
(Clostridium botulinum). Ambos géneros son de poca importancia en leche

cruda, su crecimiento es inhibido por las bacterias lacticas (Sabena, 2009).

Otras bacterias Gram positivas que pueden encontrarse en la leche son
Corynebacterium, bacterias propionicas, Brevibacterium estos Ultimos se
encuentran en las cortezas de algunos quesos madurados almacenados en

condiciones humedas (Alais, 1985).

> Bacterias Gram negativas:

Enterobacterias: los miembros de la familia Enterobacteriaceae son huéspedes
normales del intestino de los mamiferos, por lo tanto, su presencia en el agua y
la leche se relaciona con contaminacion de origen fecal. Las enterobacterias son
menos abundantes en la leche que otras bacterias Gram negativas, sin embargo,
tienen una gran importancia desde dos puntos de vista, higiénico: ya que varias
de estas especies tienen poder patdgeno, de las cuales la mas temible es
Salmonella y otras que pueden provocar trastornos gastrointestinales (Yersinia,
E. coli, Shigella); y tecnolégico: ya que son bacterias heterofermentativas,

grandes productoras de gas (carbonico e hidrogeno) ademas producen

19



sustancias viscosas y de sabor desagradable, todo lo cual conduce a la
alteracion de la leche o subproductos. De las enterobacterias las mas comunes
encontradas en los productos lacteos son las del grupo Coliformes (Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter). La determinacion de su presencia indica
calidad higiénica de la leche cruda y pasteurizada (Sabena, 2009).

Enterobacterias mas comunes de la leche cruda: Escherichia coli, Enterobacter
aerdgenes, Klebsiella, Citrobacter, Salmonella, Shigella, Proteus, Serratia. Los
altimos dos géneros se consiguen poco frecuentes, son microorganismos
inocuos, pero por su poder proteolitico pueden provocar alteraciones en la leche
(Sabena, 2009).

Pseudomonas: mas del 50% de la flora Gram negativa de la leche cruda esta
representada por este género. Son transportados frecuentemente por aguas
contaminadas. Constituyen la parte esencial de la microbiota psicotrofa y son
nocivos a causa de sus actividades lipoliticas y proteoliticas. Las especies mas

representativas en leche son: P. fluorescens y P. putrida (Alais, 1985).

Acromobacteriaceae: este grupo de bacterias no fermentan la lactosa, no son
proteoliticas ni patbgenas, pero representan las bacterias psicrofilas que crecen
en las leches conservadas a baja temperaturas, algunas pueden producir
sustancias viscosas y pigmentos. Se han descritos los géneros Flavobacterium,

Alcaligenes y Achromobacter (Sabena, 2009).

Bacterias Gram negativas diversas: Brucella spp. son bacterias patégenas
para los animales y para el hombre, aunque poco frecuente, pueden llegar a

causar cuadros de mastitis. Se destruyen con la pasteurizacion (Alais, 1985).

» Mohos vy Levaduras:

No tienen importancia en leche fluida, sino mas bien en los productos. Algunas
especies son utilizadas como cultivos lacteos para el afinado de los quesos
madurados como Penicillium candidum y Penicilium camemmberti en los
quesos de corteza blanca como el Camembert y Penicillium roqueforti en los

guesos de pasta azul (Roquefort) (Sabena, 2009).
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Las levaduras al igual que los mohos son de poca importancia en la leche liquida
y son facilmente destruidos a temperaturas de pasteurizacion. En la leche suelen
encontrase frecuentemente levaduras no esporulantes pertenecientes al género
Candida. También pueden encontrarse en la leche levaduras esporulantes como
K. fragilis y K. lactis que fermentan la lactosa con produccién de alcohol. Torula
kefir se encuentra en los granos de kefir utilizados para producir esta bebida
lactea, caracterizada por su sabor acido-alcohdlico, producto de la fermentacion

de la lactosa por estas especies (Alais, 1985).

> Virus:

La leche se puede contaminar con los virus causantes de la fiebre aftosa y
estomatitis vesicular. Los mas importantes para la industria lactea son los
bacteriéfagos que infectan a las bacterias produciendo su muerte, por lo cual
pueden afectar la produccion de derivados lacteos causando lisis de los cultivos

afiadidos para la produccion de sabor y aroma (Sabena, 2009).

1.3.4 Deterioro de laleche

La leche cruda puede ser alterada por bacterias psicrotréfas, que, en general,
son bacilos, no esporulados, Gram-negativos, proteoliticos, con algunas cepas
lipoliticas. Los mas frecuentes son Pseudomonas fluorescens y P. putida que
provocan cambios en el aroma y el sabor del producto refrigerado. Otras
especies son P. fragi, P. aeruginosa, P. stutzeri y Burkholderia cepacia. Llegan
a través del suelo, forraje, agua, los otros animales y también por los utensilios
de ordefio y tanques de transporte o almacenamiento mal lavados (Carrillo et al.,
2007).

También la leche pasteurizada puede verse contaminada por la exposicion al
aire 0 equipos contaminados. El tiempo de generacion de estas bacterias en la
leche cruda es de 8-12 horas a 3° C y se reduce a 5,5-10 horas a 5° C, y si
inicialmente habia 1 ufc/ml en 5 dias la leche puede estar totalmente alterada
(Dogan et al., 2003).

Los bacilos coliformes producen gas a partir de la lactosa mientras que

determinadas especies de Streptococcus, Alcaligenes y Enterobacter son

21



responsables de la viscosidad y P. aeruginosa y Serratia marcescens pueden
conferir, respectivamente, color azul y rojo. Es muy dificil producir leche cruda
libre de coliformes. No obstante, los altos recuentos son indicadores de malas

practicas de produccion, transporte o almacenamiento (Jay et al., 2005).

En la leche pasteurizada la presencia de bacterias coliformes es inaceptable
porque la temperatura de procesamiento la destruyen, asi como a la fosfatasa.
También la presencia de coliformes puede indicar recontaminacién post-
pasteurizacion por los equipos sucios o defectuosos, los operarios o los envases

mal desinfectados (Carrillo et al., 2007).

Los miembros de los géneros Bacillus y Clostridium llegan a la leche porque se
encuentran presentes en las superficies externas de la vaca, el suelo, el forraje
o el estiércol. El nimero, de cien a varios miles por ml, depende de los cuidados
en la limpieza y desinfeccion de las superficies del animal antes del ordefie
(Carrillo et al., 2007).

El deterioro de las leches ultrapasterizadas es causado por los esporulados
aerobicos (Bacillus cereus, B. licheniformis, B. sporothermoduans, Paenibacillus
spp.), pero los anaerdbicos no parecen ser un problema debido al potencial de

reduccion relativamente alto (Jay et al., 2005).

Por otro lado, la maquinaria y/o equipamiento que se utilizan para recolectar la
leche contribuyen en un alto porcentaje a la microflora de la leche cruda sino son
bien desinfectados. Alcaligenes, Chromobacterium, Flavobacterium vy
Pseudomonas son algunos organismos que llegan a la leche por esta via (Carrillo
et al., 2007).

1.3.5 Adulteraciones

El tema de la autenticidad de los alimentos es actual y de gran importancia para
investigadores, consumidores, productores e industriales en toda la cadena
produccion-consumo de leche y sus derivados. Todo producto terminado, e
incluso la materia prima, debe cumplir con los requerimientos legales enunciados
en su etiquetado, considerando ingredientes, proceso de produccion e identidad

genética (Escobar et al., 2014).
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Los productos lacteos son de particular interés debido a que conforman un grupo
de alimentos que tiene un papel relevante en la alimentacion humana, y son
indispensables para algunos sectores de la poblacion (mujeres embarazadas y
nifios). La leche cruda tiene un costo de produccion elevado y la agroindustria
asociada a ella, al beneficiar los productos, encarece cada uno los derivados
lacteos obtenidos, por lo que modificar su composicion y reemplazar parte de
Sus componentes por otros mas baratos, es una practica atractiva para algunos
industriales lecheros. En este caso, se estaria cometiendo un fraude contra los

consumidores y autoridades (Escobar et al., 2014).

En muchos lugares del mundo y tomando como ejemplo la Unién Europea, la
reglamentacion sobre la autenticidad de los productos lacteos es muy estricta:
solo se aceptan adiciones de minerales, vitaminas y proteinas propias de la leche
alaleche. De hecho, no se permite substituir grasa o proteina con otros de origen

ajeno (Escobar et al., 2014).

La leche puede adulterarse accidental o intencionadamente (Early, 1998).
Harding (1995b), revisé detalladamente las distintas adulteraciones de la leche

cruda. En resumen, las principales son:

El aguado es una de las practicas fraudulentas mas comunes en la produccién
e industria de la leche es la adicion de agua para aumentar su volumen. Puede
ser consecuencia de un accidente o de practicas incorrectas en la granja o en la

industria.

Distintos compuestos quimicos pueden llegar accidentalmente a la leche en la
propia granja. Entre posibles adulterantes, se incluyen los detergentes y
desinfectantes utilizados en la limpieza de las instalaciones y del equipo de
ordefio. También, preparaciones veterinarias que se dejan descuidadamente en

las proximidades de los tanques de leche, o incluso en su interior.

Otros compuestos quimicos se pueden afiadir intencionadamente a la leche. Por
ejemplo, para neutralizar la acidez desarrollada se adicionan compuestos
basicos. La sal o el azlUcar se utilizan para enmascarar la adicién de agua ya que
elevan el contenido en solidos y hacen descender el punto crioscopico. Algunos
conservantes, como el agua oxigenada y la formalina, se afiaden a la leche para

enmascarar la mala calidad higiénica.
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La leche en polvo desnatada y los sélidos no grasos, también pueden
adicionarse a la leche para contrarrestar el aguado, pero el precio de estos

productos hace que ese fraude no sea muy habitual.
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2. DESCRIPCION DE LA EMPRESA

Laboratorios Controlab es una empresa localizada en el Poligono Industrial
Los Olivares de Jaén con dilatada experiencia, dedicada a la realizacion de
andlisis agroalimentario y de aguas. Cumple con los mas estrictos criterios de
exactitud y precision, tal y como lo avalan sus certificados de sistemas de

aseguramiento de la calidad.

Este laboratorio privado ofrece sus servicios de analisis y control de calidad a
la industria alimentaria, gestores de aguas de consumo y entidades tanto

publicas como privadas.

En Laboratorios Controlab se presta un amplio abanico de servicios que
garantizan resultados éptimos y eficaces. Son especialistas en anédlisis de
alimentos aplicando los criterios de higiene y seguridad alimentaria segun

Reglamento CE.

1. Anélisis Agroalimentarios

Andlisis de alimentos: Aplicacion de los criterios de higiene de los procesos y
criterios de seguridad alimentaria (segun Reglamento CE 2073/2005).

Analisis microbioldgicos: Salmonella, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Enterococcus
y otros microorganismos.

Andlisis quimicos: Humedad, proteinas, grasa, hidratos de carbono, cloruros,
nitratos, nitritos, cenizas, fosfatasa alcalina, inhibidores, células soméaticas. Valor
caldrico.

Categorizacion comercial de alimentos: Productos carnicos, jamén serrano,
guesos Yy leche de consumo.

Andlisis de rendimiento graso: Analisis de aceituna y cereales para pago por

calidad segun rendimiento graso. Método rapido en minutos.
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2. Consultoria agroalimentaria

Tramitacion de registros sanitarios y autorizaciones sanitarias.

Redaccion de documentos de autocontrol: planes generales de higiene y
APPCC.

Proyectos de remodelacion y adaptacion de industrias y establecimientos.
Validacion de procesos Yy tratamientos tecnoldgicos: esterilizacion vy
pasteurizacion.

Asesoramiento para implantacion de normas de calidad: ISO 9001, Lista Marco
para Exportacion, IFS Food.

3. Andlisis de aguas

Aguas de consumo humano: Prestacion de servicios analiticos y de
asesoramiento a gestores de aguas de consumo humano, realizando los analisis
que exige el Real Decreto 140/2003 (analisis organoléptico, andlisis de control y
analisis completo). Los boletines de analisis son incluidos en el SINAC.

Aguas de dialisis: Andlisis segun la Farmacopea Europea. Bacterias,
endotoxinas, aluminio y otros minerales, etc.

Aguas de piscinas colectivas: Prestacion de servicios de analisis y
asesoramiento a empresas, residenciales y particulares, en aplicacién del
Decreto 23-1999 de Aguas de Piscinas Colectivas. Analisis quincenales y
mensuales.

Aguas de riego: Nuevos sondeos, aguas industriales, recuperadas y de
procesos (calderas, 6smosis, etc.), realizacion de andlisis de aguas de uso
diverso, segun los parametros exigidos por la legislacion vigente para cada uso.
Aguas residuales: Realizacion de andlisis para evaluacion del rendimiento de

las estaciones depuradoras de aguas residuales, control de vertidos, etc.

4. Andlisis agricolas

Analisis foliares y de suelos: Analisis de microelementos y macroelementos,

para determinacion de carencias y tratamientos a realizar.
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Andlisis de rendimiento graso: Andlisis de aceitunay cereales para pago

por calidad segun rendimiento graso. Método rapido en minutos.

5. Formacioén

En Laboratorios Controlab disponen de una amplia oferta de cursos
homologados de capacitacion profesional, fundamentalmente en el ambito de
salud publica y ambiental.

Manipuladores de alimentos:

« Cursos de formacion con local propio.

o Certificado estandar y manipuladores de mayor riesgo.

Otros cursos:

o Aplicador de biocidas en la higiene animal.
« Bienestar animal en el transporte.
« Bienestar animal en instalaciones ganaderas.

« Conversion a produccion ecoldgica.
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3. OBJETIVOS

Determinar la calidad higiénica o microbioldgica en leches pasteurizadas de

vaca Yy leches crudas de vaca, oveja y cabra.

Determinar una correcta pasterizacion de la leche mediante el estudio de la
presencia/ausencia de fosfatasa alcalina en las diferentes muestras de leche

pasteurizada.

Investigacion de sustancias antimicrobianas o inhibidores en leche cruda

mediante el test Eclipse 50.

Evaluar el contenido en aflatoxina M1 de las muestras de leche cruda de

vaca, cabray oveja.

Andlisis del contenido de materia grasa en leche pasterizada entera y

semidesnatada y en leche cruda de vaca, cabra y oveja.
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4. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este proyecto, se analizaron diferentes muestras de leche
pasteurizada de vaca (entera en bolsa y entera, semidesnatada y semidesnatada
sin lactosa en brick) y leche cruda de diferentes especies animales: vaca, oveja
y cabra (para la fabricacién de quesos).

La recogida de muestras se realiz6 una vez por semana, coincidiendo con la

fecha de fabricacion de cada lote.

El muestreo es importante porque, por regla general, no es posible someter a

analisis microbiologico un lote completo.

El muestreo de alimentos para analisis microbioldgico es la operacion que
consiste en separar un numero determinado de unidades de un lote de manera
aleatoria. Los resultados obtenidos con la parte del lote analizada, la “muestra”,

se usan para extraer conclusiones acerca del lote completo.

Es necesario tomar las muestras en condiciones asépticas y transportarlas en
condiciones asépticas al laboratorio. A ser posible, las muestras se tomaran en

Sus envases originales.

Las muestras se deben transportar inmediatamente al laboratorio. El transporte
debe de ser a temperatura de refrigeracion o a temperatura de congelacion en el
caso de alimentos congelados.

Unavez en el laboratorio, las muestras son codificadas y registradas en una ficha
donde anota el tipo de muestra, la fecha de fabricacion, fecha de caducidad, lote

del producto y andlisis solicitados.

El andlisis de las muestras se realizara lo antes posible, en cuanto las muestras
lleguen al laboratorio. En el caso de que no se puedan analizar en el momento,

se deberan conservar correctamente refrigeradas. Ademas, en el caso de
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muestras de leche cruda se le adicionara unas gotas de azidiol (azida

sodica/cloranfenicol).

El azidiol, es un compuesto quimico con efecto bacteriostatico recomendado
para la conservacion de muestras de leche cruda destinadas tanto al analisis
composicional como higiénico-sanitario. Por su toxicidad (contiene nitruro de
sodio) requiere manipulacion controlada. Sus componentes son: cloranfenicol,
nitruro de sodio, azul de bromofenol, citrato trisodico, etanol y agua destilada.

Reactivo liquido de color violeta azulado.

Seguidamente, se preparan las muestras para su analisis. Al tratarse de una
muestra liquida no es necesario un pretratamiento antes de proceder a su
andlisis fisicoquimico o microbiolégico. Unicamente debemos de remover la
leche con una pipeta o varilla de vidrio para homogeneizarla, especialmente si lo

gue vamos a realizar es un analisis de contenido graso en leche.

- Béscula

- Mechero Bunsen

- Matraces Erlenmenyer

- Placas Petri

- Agua destilada

- Probeta

- Gradillas

- Pipetas

- Baifo

- Algodén hidréfobo

- Papel de aluminio

- Asa de siembra triangular de Digralsky
- Tubos de ensayo

- Autoclave

- Quit Aflansensor (deteccién rapida de antibidticos B-lactamicos y

tetraciclinas)
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- Quit Test para la deteccion de sustancias inhibidoras en leche Eclipse
50.

- Maquina Limele para deteccion de niveles de aflatoxinas.

- Butirémetros

- Centrifuga para butirometros

- Medios de cultivo

- Acido Gerber

- 3- Metil, 1-butanol

- Estufas de cultivo reguladas a 37°C y

- Pipeta de 11 ml especial para leche

* Medios de cultivo_y soluciones.
a) Medio Bilis-Rojo Neutro-Violeta Cristal con Glucosa (VRBG), Agar
(Ph.Eur.)

Se emplea para el recuento de Enterobacterias en productos lacteos,

carnicos y otros alimentos.
Fundamento:

Por la presencia simultdnea de violeta cristal y sales biliares se asegura en
gran parte la inhibicién de la microbiota acompafante. La degradacién de la
glucosa a &cido se pone de manifiesto por el cambio de color del indicador.
La presencia de halo en estas colonias corresponde a un precipitado biliar.
La mayoria de organismos que presentan estas caracteristicas son
Enterobacterias, sin embargo, no es completamente especifico, por ejemplo,

las Aeromonas se comportan de forma similar.
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Composicion (g/l):

Sales BIllares ........oevvviiiiiiiieeiee e 15¢g
Violeta Cristal.........ooovveiiiiiiie e 0,002 g
ROJO NEULIO ..o .0,03 ¢
D(+)-GIUCOSA ..o 10,0 g
Extracto de Levadura ..........ccooeevveiviiivneeinnnenn. 3,090
Digerido Pancreatico de Caseina ........c........... 709

ST 0Lo [0 @4 (0] U] (o A 509
AGAT e 15,09

pH final: 7,4 £0,2

Preparacion:
Suspender 41,5 g en 1 | de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion y

hervir durante 1 minuto. Dejar enfriar a 45°C y emplear de inmediato. Se puede
esterilizar a 118°C durante 15 minutos. NO SOBRECALENTAR NI REFUNDIR
EL MEDIO.

b) Agua de Peptona Tamponada, (Ph. Eur.)

Diluyente para la homogeneizacion de muestras destinadas a analisis
microbiolégicos.

Historia: Las Farmacopeas Europea y USP aconsejan este diluyente para
preparar la solucion madre de muestras procedentes de distintos origenes. De
la misma forma, se aconseja suplementar este diluyente con diversos agentes
neutralizantes tales como Tween 80, Lecitina de huevo e Histidina para eliminar

la actividad antimicrobiana de distintas muestras.
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Fundamento:

Este diluyente difiere del Agua de Peptona Tamponada (cod. 413795) en una
menor aportacion de base nutritiva. EI agua de peptona tradicional se utiliza
ademas de como el diluyente mas habitual en el andlisis de alimentos, en el pre-
enriquecimiento de Salmonella. El agua de peptona segun Farmacopea esta

descrita para la preparacion de la solucion madre y de las disoluciones.

Composicion (g/l):

Digerido Pancreatico de Caseina ........cccccceee...... 1,00 g
Potasio di-Hidrogeno Fosfato .............ccceevvvvnnnnnnn. 3,60
S0dio ClOTUIO .. 4,309
di-Sodio Hidrogeno Fosfato 2 hidrato .................. 7,209
pH: 7,0+0,2

Preparacion:
Disolver 16,1 g en 1 | de agua destilada. Afiadir los agentes neutralizantes si se

desea. La solucion esterilizada se utilizara como diluyente o tampén de lavado.

Una vez preparada sera transparente y de color claro.

c) Medio segun Fraser, Base de Caldo (ISO 11290-1:1996) Medio de
enriguecimiento para la deteccion y enumeracién de Listeria

monocytogenes.

Fundamento:

El medio Fraser esta basado en la formulacion descrita por Fraser y Snerber y
se disefid para aislar Listeria tanto en alimentos como en muestras ambientales.
Una caracteristica de todas las especies de Listeria es su capacidad para
hidrolizar la esculina a esculetina.

La esculetina genera un complejo de color negro al reaccionar con los iones de
hierro presentes en la formula, que se hace visible al producirse un
oscurecimiento del caldo inoculado con muestras presuntamente positivas una

vez producida la incubacion.
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La incorporacion de cloruro de litio en el medio permite inhibir el crecimiento de
aguellos microorganismos acomparfantes que al igual que Listeria hidrolizan la
esculina, como es el caso de Enterococcus. La adicion de acido nalidixico y el
amonio citrato, a través de la incorporacion de los suplementos, hace al medio
muy adecuado para la recuperacion de L. monocytogenes. Para obtener mejores
resultados son aconsejables dos fases de enriquecimiento, el primero con un
caldo Fraser 1/2 concentrado y un segundo enriquecimiento con caldo Fraser

completo.

Composicion (g/l):

Esculina ..o 109
Extracto de Levadura ..........cooeeeveeiveiiiieeiiineiiieeen, 500
Extracto de Carne ........coeeveveeiiveieieieeiieeeeeeeeeeann 50¢9
Litio ClOTUIO ..vvvveeiie e 3,0¢9

Potasio di-hidrégeno Fosfato ..............ccccvvvennnnn. 1,359
Proteosa Peptona ..........cccoovvvviiiiiiiiiiciieei e 5009

ST 010 [0 @4 (0] U] (o T 20,09
di-Sodio FOSfato .........ccceeeiiiiiiiiiiciiiiiieeei, 120g
QLI ] 10 4 - R 50¢9

pH final: 7,2 £ 0,2

d) Medio Listeria, Agar Cromogénico (ISO 11290-1:2004) Medio
cromogeénico selectivo para la deteccién y enumeracion de Listeria

monocytogenes.

Sinénimos: Aloa, Agar - Agar Listeria Ottaviani & Agosti

Fundamento: Medio selectivo para el aislamiento e identificacion presuntiva de
Listeria spp. y Listeria monocytogenes recomendado en la ISO 11290-1 para la
deteccién y enumeracion de Listeria monocytogenes en alimentos. Es utilizado
después de enriquecer en Caldo Fraser %. El nitr6geno, vitaminas, aminoacidos

y minerales son proporcionados por la Peptona de Carne y la Triptona.
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El extracto de levadura proporciona las vitaminas B. El cloruro de sodio da
equilibrio osmatico. Mientras que el piruvato de sodio actia como fuente de
energia y revivifica las bacterias. Este medio incorpora como hidrato de carbono
fermentable la glucosa. El Cloruro de Litio, Deftazidima, Polimixina, Acido
nalidixico y Cicloheximida proporcionan selectividad al medio.

El sustrato cromogénico detecta el enzima [3-glucosidasa, comun en todas las
especies de Listeria virando sus colonias a color azul. Otros organismos que
poseen esta enzima, por ejemplo, los enterococos son inhibidos por los agentes
selectivos presentes en el medio.

El sustrato Lipasa C es el responsable del halo color blanco opaco que rodea
de forma caracteristica a Listeria monocytogenes. El halo de opalescencia
caracteriza a Listeria monocytogenes del resto de Listeria spp. Con la sola
excepcion, hasta ahora detectada, de Listeria ivanovii (patégeno de animales).

Composicion (g/l):

Peptona de Carne.......cccccoeveveiiiiiiiiiiiieeeee e 18,00 g
(O (0] (U o T 10,00 g
Extracto de Levadura...........ccccooeeeeeveeiiiiiiiiiciiieinin, 10,00 g
LI ] 10 = R 6,00 g
Y0 Lo [0 @4 (0] 1 U] (o TR 500¢g
di-Sodio Hidrogeno Fosfato anhidro ...................... 2,500
GIUCOSA......cceieeeeeee e 2,009
Sodio Piruvato .........cooooiiiiiiiceis e, 2,009
Magnesio Glicerofosfato..............cccccuvvvvieiieeiiineeeennn. 1,009
Magnesio Sulfato...........cooovviiiiiiiiiiiiie e 0,509
X-GIUCOSIAO. ...uueiiiiieecee e 0,05¢
Agar BacteriolOgiCo ...........ccouvevuvvvuiiiiiiiie e eeeeeeee i, 13,50 g
pH: 7,2+0,2
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e) Medio PCA, Agar Cromogénico

Para el contaje de microorganismos totales en muestras diversas.

Fundamento:

El medio PCA Agar Cromogénico esta recomendado para la enumeracion de
bacterias de interés que puedan ser indicadores de contaminacion o carga
microbiana en alimentos. El digerido enzimatico de la caseina proporciona
nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. El
extracto de levadura es la fuente de vitaminas, particularmente del grupo B.

La D-glucosa es el carbohidrato que es la fuente de carbono y energia. El agar
bacterioldgico es el agente solidificante.

El sustrato cromogénico permite la visualizacion mas rapida de los
microorganismos gracias a su color magenta. Las levaduras crecen como

colonias de color blanco.

Composicion (g/l):

Digerido enzimaticode caseina ...............cccccoieienen. 500¢g
Extractode levadura .........coovoviiiiiiii i 2,50¢
Mezcla de CromogeéniCos ..........oovieieiiiiiiiiiiiieaeenn, 0,12 ¢
D-GlUCOSA. ...t 1,009
Agar bacterioldgiCo ..o 15,0 g
pH: 7,0 £ 0,2

Preparacion:
Suspender 23,6 g de medio en un litro de agua destilada. Mezclar bien y disolver

mediante calentamiento con frecuente agitacion. Hervir durante un minuto hasta
completar la disolucion. EVITAR EL SOBRECALENTAMIENTO. NO
AUTOCLAVAR. Dispensar en contenedores apropiados. El medio es de color

ambar ligeramente opalescente.
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* Procedimiento:
Una vez preparados los medios, se procede a la inoculacion de la muestra en el
medio de cultivo y su posterior incubacion.
Nuestro analisis microbioldgico se dividié en dos partes:
- Por un lado, analisis de microbiolégico de muestras de leche
pasterizadas, en el cual se realiz6 una siembra en el medio VRBG para el
recuento de enterobacterias y en el medio Listeria cromogénico para

investigacion (presencia/ ausencia) de Listeria monocytogenes.

~ Por otro lado, andlisis microbiolégico de muestras de leche cruda de
diferentes especies, en el cual se utilizé el medio PCA para el recuento

total de bacterias mesoéfilas aerobias.

Leches pasterizadas:

En el caso de leches pasterizadas, utilizamos 4 muestras diferentes por lote:
(Figura 1)
Leche pasterizada entera envasada en bolsa
~ Leche pasterizada entera envasada en brick
Leche pasterizada semidesnatada envasada en brick

Leche pasterizada semidesnatada sin lactosa envasada en brick

Figura 1. Muestras de leche pasterizada



Una vez preparadas las muestras se homogenizan y se procede a la siembra en
masa.

Para el recuento de enterobacterias, se transfieren 2 ml de las diferentes
muestras en placas Petri y a continuacién, con el medio enfriado a una
temperatura entre 45° y 48°C, se aflade a cada placa aproximadamente 15 ml
del medio liquido. Seguidamente, se homogeniza girando lateralmente las placas
en un sentido y otro. Dejar enfriar hasta solidificacién y posteriormente incubar a
37°C durante 24-48h. (Figuras 2 y 3)

Figura 3. Siembra en masa medio VRBG

Figura 2. Adicion del medio

Para la investigacion (presencia/ausencia) de Listeria monocytogenes, en primer
lugar, se transfiere 1 ml de cada muestra de leche a 9ml de caldo de
enriquecimiento Fraser y se incuba en la estufa 24h a 37°C (Figura 4). Tras 24h,
se procede a la siembra en el medio Listeria Agar Cromogénico (ALOA). Se
inoculan 0,1 ml de cada muestra enriquecida en el caldo y las muestras son
distribuidas de forma homogénea sobre el medio con la ayuda de la espéatula de

Drigalsky. A continuacion, se incuban 24-48h en la estufa a 37°C (Figura 5).

Figura 5. Siembra ‘en medio ALOA

Figura 4. Caldo Fraser
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Todo el proceso se realiza siempre en condiciones estériles al lado del mechero

Bunsen.

Leches crudas:
En cuanto a la leche cruda, se utilizaron muestras de diferentes especies

animales: (Figura 6).

e Leche cruda de vaca
e Leche cruda de cabra

e Leche cruda de oveja

Figura 6. Muestras de leche cruda.

Para el recuento de bacterias totales, una vez homogeneizadas las muestras, se
preparan diluciones seriadas a razén de -1,-2,-3,-4 de las cuales se emplearon
para la siembra las diluciones -3y -4.

Para las diluciones seriadas, se preparan 4 tubos de ensayo en una gradilla a
los cuales se le afiaden 9 ml de agua de peptona (diluyente). Para la dilucién -1
se adiciona 1 ml de la suspensién madre (muestra) a los 9 ml de agua de peptona

y se contindia sucesivamente de forma seriada (Figura 7).
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Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
+9mLde +9mLde +9mLde +9mLde
A caldo caldo caldo caldo

Dilucién Dilucién Dilucion Dilucion Dilucién
1/10 1/100 1/1000 1/10.000 1/100.000
10* 1072 103 10~ 10

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
' v

Ne¢ colonias: Incontable Incontable

Figura 7. Preparacion de diluciones seriadas

Una vez preparadas las diluciones, se procede a la siembra en masa. Se
transfiere 1 ml de la dilucion -3 y -4 y se inoculan en una placa petri estéril. A
continuacion, se afiaden 15-20 ml de medio PCA esterilizado y atemperado a
45° aproximadamente y se agita suavemente la placa en circulos para la
completa homogeneizacion de la muestra. Incubar las placas a 37° C durante
24-48 horas y contar las colonias desarrolladas teniendo en cuenta el factor de

dilucion.

4.4.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS

* Deteccion de aflatoxina M1 en leche cruda.

Fundamento:

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por hongos del género Aspergillus.
Estas toxinas son toxicas y carcinogénicas para animales, ademas de los
humanos. La aflatoxina M1 es un metabolito de la aflatoxina B1 ingerida por los

animales y aparece en la leche que estos producen.

La legislacién Europea establece que la leche destinada al consumo directo y a
la fabricacion de productos lacteos no debe contener una concentracion de
Aflatoxina M1 (AFM1) que exceda las 0,05 pg/Kg (0,05 ppb o 50 ppt).
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Para nuestro analisis se utilizd6 Aflasensor, un test rapido que se presenta en
formato de tira reactiva y que permite la deteccion y cuantificacion de AFM1 en

la leche (Figura 8).

My 3
;;:-SHA ;

o

AftaSensor Ot

e T —

Figura 8. kit Aflasensor.

Procedimiento:

1. Lavary secarse las manos. Sacar el kit del sistema de refrigeracion.

2. Sacar del envase tantos microtubos como nimero de muestras de leche
necesitemos analizar. Se aconseja no quitar el tapon de aquellos
microtubos que no vayan a ser utilizados y depositarlos inmediatamente
en el envase.

Homogeneizar las muestras.

4. Colocar una punta en la micropipeta y afiadir 200 pl de la muestra de leche
al microtubo. Una vez se ha transferido la muestra, mezclar y
homogeneizar el producto con ayuda de la punta de la pipeta hasta
obtener un color rosa homogeéneo.

5. Colocar los microtubos en el incubador e incubar durante 3 minutos en
estufa a 37°C.

6. Transcurrido el tiempo, y sin extraer las muestras de la estufa, se
introduce en cada pocillo una tira reactiva y se realiza una segunda
incubacion durante 7min.

7. Al terminar la segunda incubacién, se extrae la tira reactiva de cada
microtubo y se miden los niveles de aflatoxinas en el aparato de deteccion
LIMELE.

Esta maquina presenta un limite de deteccién de 20 ppt y cuantifica con

un margen de incertidumbre de +/- 15 ppt (Figura 9).
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Figura 9. Procedimiento del test Aflasensor y cuantificacion en maquina
de deteccion LIMELE

# Deteccion de sustancias inhibidoras en leche en leche cruda. Test

La deteccion de residuos de medicamentos en leche tiene una gran importancia
debido a sus repercusiones en la Salud Publica. El uso de este tipo de sustancias
en el tratamiento de procesos infecciosos del ganado es recomendado y
generalizado para el control de las enfermedades. Sin embargo, dichos
tratamientos pueden producir la presencia de los inhibidores en los alimentos vy,
especialmente en la leche, pueden encontrase concentraciones por encima de

los limites maximos de residuo permitidos.

Fundamento:

El kit ECLIPSE 50 es un test de cribado que permite detectar un amplio espectro
de antibiéticos en leche. El kit se presenta en formato de placa microtiter, cuyos
pocillos contienen un medio de cultivo especifico con esporas de Geobacillus
stearothermophilus y un indicador acido-base. Tras la incubacion de la placa a
65°C, las esporas germinan y se multiplican acidificando el medio y provocando
el viraje del indicador de un color azul a amarillo. Si la muestra de leche contiene
una concentracién de antibidtico superior al limite de deteccion del test, el
crecimiento del microorganismo se inhibe y por lo tanto no se producira el viraje

del indicador del medio (Figura 10).
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VAP

Figura 10. Test Eclipse 50

Procedimiento del test:

1. Recortar con un cuter o bisturi la lamina metalica que protege la placa y
separar los pocillos presionando por la parte inferior. Es importante no
despegar la ldmina de los pocillos que no se vayan a usar y guardarlos en
refrigeracion, de lo contrario el medio podria secarse.

2. Levantar la lamina adhesiva y aplicar 50 puL de muestra por pocillo. Aplicar
en cada ensayo un control negativo.

3. Sellar cuidadosamente los pocillos con la lamina adhesiva (también puede
usarse cinta adhesiva tipo celo) e incubar a 65°C hasta que el control
negativo haya virado a amarillo (tiempo aproximado 2 h 15' — 2 h 45").

4. Cuando el control negativo haya virado a amarillo, eliminar la leche de los
pocillos volcando la placa. Lavar los pocillos con agua destilada llenando
los pocillos con un frasco lavador. A continuacion, vaciar los pocillos
dando la vuelta a la placa y golpeando los pocillos suavemente contra
papel absorbente. Realizar este lavado 2 6 3 veces

5. Resultados: Lectura visual. Invertir la placa y comparar los colores de las
muestras con el control negativo. Los pocillos de color azul se identificaran
como positivos y los pocillos de color amarillo negativos. Colores
intermedios indican presencia de inhibidores en concentracién cercana al
limite de deteccion del test. En este caso se recomienda repetir esta

muestra en un nuevo ensayo (Figura 11).
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*

Fundamento:

La fosfatasa es una enzima presente en la leche cruda y progresivamente
inactivada por calentamiento a temperaturas normales de pasterizacion
(superiores a 60°C). Se ha demostrado que esta enzima es mas dificil de destruir
gue la mayoria de los organismos patogénicos termo-resistentes que pudieran
estar presentes en la leche. Esta prueba es de gran utilidad para decidir si la
leche ha sido o no pasteurizada, si la leche pasteurizada se ha mezclado con

leche cruda, o incluso si la pasteurizacion ha sido deficiente.

La actividad de la fosfatasa alcalina se determina por la accién hidrolitica de
dicha enzima sobre un sustrato sintético dando lugar a una coloracién azul a la

muestra de leche.

Procedimiento:

1. Transferir a 2 tubos de ensayo P (muestra problema) y C (Control) 10 ml
de agua destilada y adicionar a cada uno de ellos una tableta de
Lagnostoc | y Lagnostoc Il (Figura 12).
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2. Es conveniente machacar las tabletas en un mortero antes de
adicionarlas ya que es dificil disolverlas en agua.

3. Una vez afadidas las tabletas, agitar con una varilla para su completa
disolucion.

4. Pipetear 1 ml de leche en cada uno de los tubos segun corresponda el
tipo de muestra e introducir en el bafio o estufa durante 1h a una
temperatura de 37°C.

5. Posteriormente, afiadir a cada tubo una cucharadita del reactivo
Lagnostoc Il y homogeneizar.

6. Leer el color a los 10 min.

Figura 12. Test Lactognost

La existencia de color azul indicara la presencia de fosfatasa alcalina. La
ausencia de fosfatasa indica claramente una correcta pasteurizacion (Figura
13).

Coloracién Resultado
Azul Positivo
Verde Débilmente positivo

Figura 13. Cuadro interpretativo de resultados del test Lactognost
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* Determinacion del contenido graso_en leche. Método Gerber

El contenido de grasa de la leche y los derivados lacteos puede determinarse
por medio de diversos métodos. Su determinacion es muy importante en el
control de calidad de la industria lactea, tanto para cuantificar su contenido
nutricional como para detectar adulteraciones fraudulentas. Los métodos
quimicos tradicionalmente utilizados para la determinacién de la materia grasa
en lacteos se basan en medir la grasa separada, después de destruir su estado
globular, o mediante la extraccion de la grasa por medio de un disolvente. En

este trabajo, se describe el método butirométrico de Gerber.
Fundamento:

El método Gerber, consiste en la separacion de la materia grasa por disolucion
en acido sulfarico de todos los componentes, seguida por centrifugacion en tubos
especialmente calibrados (Figura 14). Se separa la grasa dentro de un recipiente
medidor, llamado butirometro, medir el volumen e indicarlo en un tanto por ciento

en masa.

La grasa existe en la leche en forma de pequefios globulos de diferente
diametro, que oscila entre 0,1 y 10 micrémetros. Los glébulos grasos forman una
emulsion permanente con el liquido lacteo. La envoltura de los glébulos de grasa
evita la coalescencia de los mismos y estabiliza el estado emulsionado. La
separacién completa de la grasa precisa la destruccion de la envoltura protectora
de los glébulos grasos. Ello se lleva a cabo por medio del &cido sulfarico
concentrado, de entre el 90 y el 91 % de masa.

Por otra parte, la adicion de alcohol amilico (3-metil 1 butanol) facilita la
separacion de la grasa y, al final, resulta una linea divisoria clara entre la grasa

y la solucion acida.

Mediante centrifugacion, la grasa es separada en el vastago graduado del
butirometro, donde se puede leer directamente el contenido en grasa expresado

en gramos/100 g de muestra.
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Figura 14. Butirbmetro

Procedimiento:

Para la preparacion de la muestra, en primer lugar, homogeneizar
cuidadosamente la muestra. Debe lograrse la distribucion homogénea de la

grasa, pero debe evitarse la formacion de espuma.

Una vez homogeneizadas las muestras se preparan los butirometros en una
gradilla, estos deben estar completamente limpios y sobre todo libres de restos

de grasa. A ellos se transfiere:

10 ml de acido Gerber (este acido se prepara en el laboratorio a razén de
500 ml de acido sulfurico concentrado y 75 ml de agua destilada, es
altamente téxico y corrosivo). El acido sulfirico oxida e hidroliza los
componentes organicos de la envoltura protectora de los glébulos de
grasa, las fracciones de las albuminas de leche y la lactosa.

11 ml de la muestra de leche. La adicion se debe realizar con cuidado y
muy lentamente de manera que la muestra caiga lentamente por las
paredes del butirometro de forma que los liquidos no se mezclen evitando
asi que se produzca la reaccion antes de tiempo (Figura 15).

1 ml de alcohol amilico 3 metil - 1 butanol y cerrar el butirbmetro.
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Figura 15. Adicion de muestra y reactivos

Una vez afadidos la muestra y los reactivos, los butirdmetros se agitan
enérgicamente hasta que la leche y el &cido sulfarico se mezclen y la proteina
esté totalmente disuelta. En este paso, el butirometro se calienta
considerablemente y los productos que se forman tifien la disolucion de color

rosaceo/marrén (Figura 16).

Figura 16. Aspecto de los butirdmetros tras ser agitados.

A continuacién, introducimos las muestras en la lactrocentrifuga previamente
encendida y a una temperatura entre 50-60°C y se centrifugan a 65°C durante
10 min a 2500 r.p.m. (Figura 17).

48



3

Figura 17. Muestras preparadas y lactocentrifuga

Para la lectura del resultado, con ayuda del tapdn, se coloca la columna de
grasa de forma que la linea divisoria acido sulfdrico/ grasa este sobre una de
las lineas de la escala. En la escala del butirdmetro se puede leer el contenido

en grasa de la leche sin necesidad de hacer ningun célculo (Figura 18).
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Figura 18. Lectura del resultado directa sobre la escala del butirbmetro
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados microbioldgicos:

Leches Pasterizadas

* Recuento total en medio VRBG (Enterobacterias)

Se entiende por recuento total de bacterias el nUmero de bacterias por ml o por
gramo de muestra.

MEDIO VRBG
MUESTRAS
L
L £ 2 Leche Leche Leche Leche
5 O g : pasterizada
O T = entera  entera pasterizada semidesnata
L L pasteriz pasterizad semidesnat .
da sin
ada a ada
lactosa
1 12/12/2017 Bolsa Ausdeenma Ausencia Ausencia de Ausencia de
. de colonias colonias colonias
colonias
Ausencia . . .
. Ausencia Ausencia de Presencia de 4
2 10/01/2017  Brick de_ de colonias colonias colonias
colonias
Ausencia . . :
. Ausencia Ausencia de Ausencia de
3 16/01/2018  Brick de_ de colonias colonias colonias
colonias
Ausencia . . )
. Ausencia Presencia de Presencia de 4
4 23/01/2018  Brick colg(ralias de colonias 5 colonias colonias

Tabla 2. Resultados del recuento total de los distintos tipos de muestras de
leche.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las muestras de los diferentes lotes,

podemos observar (Tabla 2) ausencia de crecimiento en todos los lotes de las

muestras de leche entera pasterizada, tanto en envase brick como en bolsa. Sin

embargo, con respecto a las muestras de leche pasterizada semidesnatada (lote

5) y semidesnatada sin lactosa (lote 2 y 5) encontramos presencia de colonias

de color rosaceo con presencia de halo de inhibicion (Figura 19). La mayoria de

los organismos que presentan estas caracteristicas son Enterobacterias, sin

embargo, no es completamente especifico.
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Figura 19. Presencia de enterobacterias en medio VRBG

MEDIO ALOA
MUESTRAS
w
L % " Leche Leche Leche Leche
= < . pasterizada
O @) S entera entera pasterizada .
> Ll S : : . semidesnata
o T pasteriza pasteriza Semidesna d :
a sin
da da tada
lactosa
1 12/12/2017 Bolsa Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
2 10/01/2017 Brick Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
3 16/01/2018 Brick Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
4 23/01/2018 Brick Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia

Tabla 3. Resultados de investigacion de Listeria monocytogenes.

La identificacion de especie es importante ya que todos los miembros del género
Listeria son capaces de contaminar alimentos, pero sélo L. monocytogenes

produce patologia en humanos.
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De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 3, podemos decir que
hubo ausencia de crecimiento en todas las muestras de los diferentes lotes con
respecto Listeria monocytogenes, ya que se observo crecimiento de colonias de
color azul-verdoso sin embargo ninguna presentaba el halo caracteristico de la

especie patdgena (Figura 20).

Figura 20. Crecimiento de ssp Listeria. Ausencia de halo de inhibicion.

Ausencia de Listeria monocytogenes.

Leches crudas:

# Recuento y carga microbiana de bacterias totales.

Para el recuento se seleccionan las placas en las cuales el numero de colonias
se encuentre entre 30-300 colonias. Seguidamente, el recuento de colonias es
expresado en Unidades Formadoras de Colonias por gramo o mililitro de
alimento (UFC/g) que sirve para evaluar la carga microbiana de los alimentos

empleados.
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MEDIO PCA. UFC/ml

" MUESTRAS
<
L = n
— ) <
9 0 % Leche cruda Leche cruda Leche cruda
L L de vaca de oveja de cabra
1 11/12/2017 BO® 35410 3.9 x 105 1.1 x 105
estéril
2 08/01/2017 °Ot€ 1,6 x 10° 5,2 x 105 5,8 x 105
estéril
3 15/01/2018 O gy 108 6.3 x 10° 73 x10°
estéril
4 22/01/2018 , . 2,1x10 6,8 x10 6,1 x10
estéril

Tabla 4. Resultados de la carga microbiana (UFC/g) de las distintas muestras de
leche cruda sembradas en medio PCA.

En la Tabla 4, que hace referencia a los resultados obtenidos en cuanto a
bacterias totales en diferentes muestras de leche cruda. Observamos mayor
carga microbiana en las muestras de leche cruda de oveja y cabra, sobre todo
en los lotes 3 y 4, en comparacion con los resultados obtenidos en las muestras

de leche cruda de vaca (Gréfica 1).

Leche cruda. UFC/ml

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

=
o

x 10°

o B N W B U1 O N 00 ©

Hvaca Moveja [cabra

Gréafica 1. Representacion de la carga microbiana de las muestras de leche
cruda de diferentes especies presente en los distintos lotes.
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5.2) Resultados fisico -quimicos:

Leches Pasterizadas

* Resultados _cualitativos de fosfatasa

FOSFATASA
MUESTRAS
L

- = 2 Leche Leche Leche Leche
O , pasterizada

O T > entera entera pasterizada .
b = . . . semidesnat
L ] pasteriza pasteriza semidesnat :
ada sin

da da ada

lactosa
1 12/12/2017 Bolsa Negativo Negativo Negativo Negativo
2 10/01/2017 Brick Negativo Negativo Negativo Negativo
3 16/01/2018 Brick Negativo Negativo Negativo Negativo
4 23/01/2018 Brick Negativo Negativo Negativo Negativo

Tabla 5. Resultados cualitativos de fosfatasa

En la Tabla 5, se muestran los resultados cualitativos a cerca de la presencia de

fosfatasa. La fosfatasa es una enzima presente en la leche cruda y

progresivamente inactivada por calentamiento a temperaturas normales de

pasterizacion. Podemos apreciar que en todas las diferentes muestras de leche

pasterizada de los distintos lotes los resultados son negativos, indicativos de una

pasterizacion correcta.
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% GRASA
MUESTRAS
L
n =t O  Leche Leche Leche Leche
— < . pasterizada
O O > entera entera pasterizada .
' L > : : . semidesnata
L & pasteriza pasteriz semidesnata q .
a sin
da ada da
lactosa
1 12/12/2017 Bolsa 3,6 3,7 2.5 2,1
2 10/01/2017 Brick 3,6 3,6 1,9 1,8
3 16/01/2018 Brick 3,7 3,6 2.9 2,1
4 23/01/2018 Brick 3,7 3,6 1,9 1,7

Tabla 6. Resultados del porcentaje de grasa en diferentes muestras de leche

pasterizada.

Con respecto a los resultados reflejados en la Tabla 6, podemos decir, en cuanto
al porcentaje de grasa obtenido en el mismo tipo de muestra, pero en diferentes
lotes, los resultados presentan aproximadamente un porcentaje de grasa similar
como se ve reflejado en la Gréfica 2. Sin embargo, comparando los distintos tipos
de muestras observamos que el porcentaje de grasa de las muestras de leche
entera pasterizada (bolsa y brick) presentan un porcentaje mayor que las

muestras de leche semidesnatada y semidesnatada sin lactosa (Grafica 3).
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Porcentaje

% Grasa
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Leche pasterizada entera Leche pasterizada entera Leche pasterizada Leche pasterizada
(bolsa) (brick) semidesnatada semidesnatada sin
lactosa
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Gréfica 2. Comparacion del porcentaje de grasa en diferentes lotes para el

mismo tipo de muestra en leches pasterizadas.

Porcentaje

% Grasa

0 II I

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Categoria 4
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w v s

~N
"

1

W

[y

0

o

B Leche entera pasterizada (bolsa) m Leche entera pasterizada (brick)

B Leche pasterizada semidesnatada B Leche semidesnatada sin lactosa

Grafica 3. Comparacion del porcentaje de grasa entre distintos tipos de
muestras.
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Leches crudas:

#+ Resultados cualitativos de sustancias inhibidoras

SUSTANCIAS INHIBIDORAS

MUESTRAS
L
I 2
@) 8 > Leche cruda Lechecruda Lechecrudade
— L i de vaca de oveja cabra
Bote . . :
1 11/12/2017 L Negativo Negativo Negativo
esteril
Bote . . .
2 08/01/2017 L Negativo Negativo Negativo
estéril
3 15/01/2018 BoFe. Negativo Negativo Negativo
esteril
4 22/01/2018 Bo'ge_ Negativo Negativo Negativo
estéril

Tabla 7. Resultados cualitativos de sustancias inhibidoras en muestras de leche
cruda de diferentes especies y lotes.

Los resultados mostrados en la Tabla 7 indican, en todos los lotes, ausencia de
sustancias inhibidoras en las muestras analizadas. El resultado del test realizado
para el andlisis presentaba una coloracion amarilla lo que indica un resultado

negativo (Figura 21).

T y

‘ ".\’1-5":
w W s

4
— | N A\ A
\nw-,’,"ﬁ,fuﬂd
'---------'
T

Figura 21. Resultado negativo del test para sustancias inhibidoras en muestras
de leche cruda.
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* Resultados_cuantitativos de aflatoxinas

AFLATOXINAS

LOTE

4

FECHA

11/12/2017

08/01/2017

15/01/2018

22/01/2018

ENVASE

Bote
estéril
Bote
estéril
Bote
estéril
Bote
estéril

Leche cruda

de vaca

< 20 ppt

< 20 ppt

< 20 ppt

< 20 ppt

MUESTRAS

Leche cruda de Leche cruda de

oveja

< 20 ppt

< 20 ppt

< 20 ppt

< 20 ppt

cabra

< 20 ppt

< 20 ppt

< 20 ppt

< 20 ppt

Tabla 8. Resultados test de afaltoxinas.

Los resultados obtenidos del andlisis de aflatoxina M1, muestran una deteccion

del metabolito inferior a 20 ppt en todas las muestras y lotes analizados (Tabla

8). Hemos de tener en cuenta que este aparato presenta un limite de deteccién

maximo de 20 ppt y cuantifica con un margen de incertidumbre de +/- 15 ppt.

* Contenido en materia grasa

% GRASA
B MUESTRAS
n % )
'6 O <>': Lechecruda Lechecruda Lechecrudade
— I E de vaca de oveja cabra
1 11/12/2017 Bot 3,2 8.1 55
estéril
2 08/01/2017 SOt 4.1 74 4.6
estéril
3 15/01/2018 SOt 3.6 7.2 4.8
estéril
4 22/01/2018 SOt€ 4.1 8.0 50
estéril

Tabla 9. Resultados del porcentaje de grasa de muestras de leche cruda de

diferentes especies.
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Los resultados reflejados en la Tabla 9 en cuanto al porcentaje de grasa, nos
muestran que el mismo tipo de muestra, pero en diferentes lotes presenta
aproximadamente un porcentaje de grasa similar (Grafica 4). Sin embargo,
comparando los resultados entre las diferentes especies (vaca, oveja y cabra)
observamos que el porcentaje de grasa de las muestras de leche cruda de oveja
es mucho mayor que el obtenido en las muestras de leche de cabra o vaca. No
obstante, la leche cruda de vaca es la que presenta el menor porcentaje como

podemos ver en la Gréfica 5.

% Grasa
9
8
7
6
2
25
c
I}
24
o
[a W
3
2
1
0
Leche cruda de vaca Leche cruda de oveja Leche cruda de cabra

Hlotel MWlote 2 mlote3 Lote 4

Gréfica 4. Comparacion del porcentaje de grasa en diferentes lotes para el

mismo tipo de muestra en crudas.
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% Grasa
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Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

Porcentaje
N w E (9] [e)] ~

[ERN

M Leche cruda de vaca I Leche cruda de oveja B Leche cruda de cabra

Gréfica 5. Comparacion del porcentaje de grasa entre las muestras de diferentes

especies.
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6. DISCUSION

En este trabajo se incluyeron diferentes estudios microbiologicos y fisico
quimicos para evaluar la calidad de las muestras de leche, tanto cruda como
pasterizada.

En la presente investigacion, al evaluar la calidad sanitaria (microbiol6gica) de
muestras de leche pasteurizada se observd ausencia de crecimiento en la
mayoria de las muestras analizadas, a excepcién de dos muestras en las que se
encontro presencia de 3 0 4 colonias entre los recuentos de enterobacterias. Aun
asi, las muestras de leche pasteurizada no excedieron los limites microbiologicos
permitidos. El grado de aceptabilidad de las muestras de leche pasteurizada,
segun lo establecido por la normativa espafiola, fue satisfactorio.

Se emple6 el método de recuento de enterobacterias (coliformes totales) en
placas Pretri, utilizando como valor méximo permitido 5 UFC/ ml (Reglamento
(CE) n° 2073/2005. BOE)

Los resultados obtenidos en este estudio difieren a los de otros investigadores
como Luigi et al. (2013) que obtuvieron un 72% de las muestras analizadas con
indice de contaminacion por encima de lo permitido. Se debe mencionar que, de
este porcentaje de muestras fuera del limite microbioldgico recomendado, 14%

exhibi6 una carga de microorganismos por encima de 10 UFC/ml.

Por ejemplo, Valbuena et al. (2004), donde reportaron recuentos desde 4,0 x 10
UFC/ml hasta 1,1 x 103 UFC/ml; valores tan elevados como los conseguidos por
otros investigadores en Venezuela, donde en la ciudad de Maracaibo reportan
valores maximos de 2,0 x 10* UFC/ ml, en la regién central del pais 5,8 x 103

UFC/mly en el oriente, especificamente en Cumana, de 1,3 x 10* UFC/m.

Con respecto a los resultados obtenidos en el analisis de L. monocytogenes, su
identificacion se llevo a cabo por ausencia/ presencia. Observando los resultados
obtenidos, no se obtuvo presencia alguna de L. monocytogenes en ninguna de

las muestras de leche pasterizada analizadas.

Listeria monocytogenes, se ha convertido en un problema de salud publica. A
pesar de que el numero de personas afectadas por esta enfermedad es
relativamente bajo en comparacion con otras enfermedades, la mortalidad es

61



alta (30%). Es asi como Ramirez y Pineda (2010), mencionan que la Listeriosis,
puede ocurrir en adultos y nifios aun en buen estado de salud, constituyendo las
mujeres embarazadas un grupo de alto riesgo, en las cuales esta bacteria puede
inducir abortos o nacimientos prematuros, que tienen como secuelas la
hidrocefalia y deficiencia mental. Segun Martino et al. (2005), «tiene un
prolongado periodo de incubacion y sus manifestaciones clinicas son muy

variadas, por lo que se dificulta el diagnostico y se eleva la letalidad».

Segun Lundén et al. (2004), la mayoria de los casos reportados de esta
enfermedad, a nivel mundial, se debe al consumo de leche no pasteurizada o
subproductos elaborados con la misma. Brotes ocurridos a pesar de la
pasteurizacion dejan claro que el proceso no elimina el riesgo de contaminacion
posterior y, por lo tanto, los alimentos pasteurizados conllevan el mismo peligro

gue la leche cruda.

Segun Fernandez—Garayzabal et al. (1986), en un estudio sobre la leche
pasteurizada realizado en Espafa, se aisl6 L. monocytogenes en 6 muestras
(21,4%) de las 28 que se tomaron de leche pasteurizada que habia sufrido un

tratamiento térmico de 78°C durante 14 segundos.

Al evaluar la calidad de las muestras de leche cruda analizadas y teniendo
presentes los valores de los limites permitidos por legislacion, podemos observar
que la leche cruda de vaca oscila entre unos valores medios 1,4 x 10°, resultado
gue cumple los requisitos legales establecidos.

Los resultados obtenidos, son similares a los de otros investigadores, quienes
refieren, en leche pasteurizada, recuentos medios de 10 ° como, por ejemplo,
Cepero et al. (2005), encontraron recuentos promedios de 2-3 x 10° UFC/m.

En cuanto al contenido microbiano de la leche cruda en Venezuela, Roman et al
(2003), analizaron muestras refrigeradas de leche cruda y reportaron un
promedio de la carga de bacterias aerobias mesdfilas de 5,2 x 107 UFC/ml. Otros
autores como Roman et al. (2003) y Revelli et al. (2004), reportaron medias por
encima de 107 UFC/mly 10° UFC/ml, respectivamente. De manera similar, Davila
et al. (2006), sefialan recuentos de 1,5 x 108y 3,0 x 108 UFC/mI. Asimismo, Srairi
et al. (2006), reportaron al analizar muestras de leche cruda, una media de 4,2 x

108 UFC/ml. Con relaciéon a este tema, es importante destacar que, entre otros
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autores, Diaz (2000), coment6é que cuando la leche cruda es de mala calidad
microbiolégica, aun, cuando se apliquen procesos de higienizacion, se puede
correr el riesgo de accidentes indeseables en la elaboracion de productos
diversos, con las consiguientes pérdidas econdmicas, asi como la posibilidad de
encontrar patdgenos en el producto final que implican riesgos a la salud del

consumidor.

Con respecto a los resultados obtenidos en leche cruda de oveja y cabra, estos
oscilaron entre los 1x10°% y 7x10° UFC/ml, por lo que se encuentran dentro de los
limites permitidos tomando en consideracion que se ha establecido como
recomendacion un recuento menor de 1,5 x 10° en leche cruda de oveja y cabra
(Reglamento (CE) n° 2073/2005. BOE).

En cuestion de resultados fisico-quimicos podemos decir, que promedio de los
porcentajes de leche cruda de vaca fue del 3,7%, un valor similar al propuesto
por Calderon et al. (2012), que reportaron medias con un valor de 3,7% en sus
muestras analizadas. Valores similares a los reportes del 3,44% y 3,66% por
Calderon et al. (2006), en el Sinu y Calderon et al. (2007), en Monteria.

El promedio de leche cruda de cabra es del 5%, resultados similares a los que
describieron Frau et al. (2007), con una media del contenido porcentual de grasa
de 5,21 £ 0,54%. Fue superior a los informados por otros autores para rebafios
de la misma raza: Misiunas et al. (1999), 4,81+ 0,28%; Soryal et al. (2005), 4,37
+ 0,57% y Alvarez y Paz (1998), 4,91%, mientras que Péaez et al. (1996)
determinaron tenores de grasa superiores en leche de cabra cruzadas Criollas x
Anglo Nubian (6,30 + 0,90%).

Segun el Reglamento (CE) n° 2597/97, en lo que respecta al porcentaje de grasa
obtenido en leches pasterizadas, presentaron unos porcentajes promedios que
se encuentran dentro de los margenes legales en leches enteras. Sin embargo,

las muestras de leche semidesnatada exceden los limites legales.

Los antibiéticos vienen siendo utilizados como agentes terapéuticos, promotores
de crecimiento y profilacticos en la produccion de animales de granja desde hace
tiempo (Sawant et al., 2005), donde aquellos pertenecientes a los grupos -
lactdmicos y las tetraciclinas son los mas comunmente usados (Berenguel, 1990;

Jevinova et al., 2003; Sawant et al., 2005). El empleo de estos agentes
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antimicrobianos en el tratamiento de animales resulta en la excrecion de residuos
a través de los fluidos o secreciones corporales como la orina y la leche, asi

como su acumulacion en tejidos corporales (Adesiyun et al., 1997).

La presencia de residuos de antibiéticos en leche ha llegado a ser una de las
principales preocupaciones para la industria lechera (Jones y Seymour, 1988),
debido a que pueden ocasionar diversos problemas en la salud publica, asi como
en los procesos industriales, en especial a los que involucran tratamientos
fermentativos de la leche (Nascimento et al., 2001). Por esta razén, las empresas
lacteas monitorean permanentemente la presencia de estos residuos en la leche
gue acopian y los resultados son considerados en sus politicas de pago (IDF,
2002); inclusive, en ciertos paises, las regulaciones gubernamentales prohiben
la presencia de residuos de antibidticos en la leche destinada al consumo

humano (Ruegg et al., 2000).

Los resultados de nuestro estudio indicaron ausencia de inhibidores en las
muestras de leche cruda analizadas, resultados contrarios a los presentados por
Ortiz et al. (2008), cuyos resultados indicaron una alta frecuencia de muestras
contaminadas por B-lactamicos dentro del grupo de muestras positivas a
inhibidores en leche de vacas de la cuenca de Arequipa, en concordancia con
estudios previos realizados en la misma region (Sanz, 2001).

Asimismo, Noa-Lima et al. (2009) detectaron 26 (9.8%) muestras positivas de un
total de 264 analizadas; de ellas 20 fueron de leche pasteurizada con un total de
144 muestras, y 6 de leche cruda en las 120 muestras recibidas en todo el
periodo de muestreo. Estos resultados son similares a los publicados en Corea
por Chung et al. (2008), quien reportd 21 muestras positivas de 269 analizadas

mediante un método microbiolégico.

Las aflatoxinas son metabolitos fingicos que se encuentran en alimentos.
Cuando los rumiantes ingieren alimentos que contienen aflatoxina B1 (AFB1),
esta toxina se metaboliza y la aflatoxina M1 (AFM1) se excreta en la leche.

El interés por las aflatoxinas aument6 en la década de 1960 cuando se identifico
esta clase de micotoxinas por primera vez después de que se produjera un brote
de micotoxicosis aguda relacionada con la alimentacion en Inglaterra (Blount et

al., 1961). Desde entonces, diferentes estudios atribuyeron a estos compuestos
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algunos efectos téxicos, carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e
inmunosupresores en animales y humanos, definiendo al higado como el
principal érgano diana (Meissonnier et al., 2007). La Agencia Internacional para
la Investigacién del Cancer (IARC) evalué los estudios epidemioldgicos y de
laboratorio e indic6 que las flatoxinas son cancerigenas (Grupo 1) y

potencialmente carcinogénicas para los humanos (Grupo 2B).

Los tratamientos térmicos como la pasteurizacion generalmente no disminuyen
la concentracion de AFM1, por lo que en el presente trabajo se estudi6 la
presencia de AFM1 en leche cruda en los que se obtuvieron resultados negativos
en todas las muestras de leche analizadas. El resultado difiere de lo reportado
por Landeros et al. (2012), los cuales detectaron AFM1 en el 100% de las
muestras estudiadas, con niveles en el rango de < 0.005 a 0.100 pg/L y de <

0.005 a 0.637 g/l en leche cruda y pasteurizada respectivamente.

En Argentina, Lopez et al. (2003) reporto la presencia de AFM1 en el 23 % de
muestras estudiadas (leche cruda, en polvo y pasteurizada), en todos los casos

los niveles fueron inferiores a los permitidos para este producto.

Los resultados obtenidos con respecto a la prueba de la fosfatasa en leches
pasterizadas indicaron la ausencia de esta en todas las muestras analizadas. Se
encontraron similitudes con los resultados ofrecidos por Faria et al. (2000) en los
gue se observa que la prueba de la fosfatasa alcalina para muestras de leche
pasterizada es negativa.

La ausencia de fosfatasa alcalina ha sido universalmente aceptada como la

evidencia de una eficiente pasteurizacién en leche (Reynolds et al., 1967)
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CONCLUSIONES

La calidad microbiologica de la leche pasteurizada determinada en los
estudios de esta investigacion, en su totalidad cumplieron con los limites
establecidos por sus respectivas normas de calidad higiénica sanitaria,
indicando ausencia de riesgo de adquirir enfermedades de transmision por
alimentos. Los resultados son indicativos de una pasterizacion correcta. Se
han incorporado criterios de valoracion como son el recuento de

Enterobacterias y la investigacion de Listeria monocytogenes.

La calidad higiénica sanitaria de la leche cruda de vaca, oveja y cabra se
encontraron dentro de los limites permitidos por la legislacion espafiola en lo

gue respecta al nimero de bacterias totales establecidos.

La presencia de sustancias antimicrobianas o inhibidores determinada en las
muestras de leche cruda de las diferentes especies animales, cumplen con

las normativas exigidas dentro del marco legal para la salud publica.

Los niveles de aflatoxinas M1 determinados en el estudio de leche cruda de
vaca, oveja y cabra, cumplen con legislacion Europea que establece que la
leche destinada al consumo directo y a la fabricacion de productos lacteos no
debe contener una concentracion de Aflatoxina M1 (AFM1) que exceda las
0,05 pg/Kg (0,05 ppb o 50 ppt).

Los valores obtenidos con respecto al contenido de materia grasa en leches
pasteurizadas enteras se encuentran dentro del rango legal con unos valores
que alcanzan como minimo un 3,50% (m/m). Sin embargo, el contenido en
materia grasa de la mayoria de las muestras de leche semidesnatada mostro
valores que exceden los niveles permitidos (minimo 1,5% y maximo 1,8%)

para dicho parametro.

El contenido en materia grasa estudiado en leche cruda de vaca, oveja y
cabra se encuentran dentro de los rangos de normalidad, siendo la leche

cruda de vaca la que presenta un menor porcentaje graso, seguida de la
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leche de cabra y por ultimo la leche de oveja que es la que presenta con
diferencia un mayor porcentaje de materia grasa. Hemos de tener en cuenta
gue el contenido de materia grasa de la leche varia en gran medida segun la
raza y la genética animal, ademas de otros factores como la alimentacion, la
época del afio, el estado de lactacion del animal y el nUmero de partos y el

manejo y estado sanitario del animal.
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