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1 RESUMEN 

 

La pasteurización es el proceso que principalmente se aplica a la leche sin embargo, 

afecta sus propiedades nutricionales, además en la producción de leche existe un 

problema sobre el contenido de aflatoxina (AF), representando un riesgo para la salud 

humana, por ello es necesario ofrecer tecnologías alternativas que eliminen micotoxinas 

y al mismo tiempo obtener leche con mínimos cambios nutricionales que cumpla con las 

medidas higiénico-sanitarias. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del 

termoultrasonido sobre las propiedades de la leche e inactivación de AFM1 durante el 

almacenamiento para asegurar su inocuidad. Se utilizaron seis tipos de muestras (4 por 

termoultrasonido, 1 pasteurizado y 1 control) fueron determinadas: análisis químico 

proximal (AQP), propiedades fisicoquímicas, análisis microbiológico, cuantificación de 

AFM1 y de antioxidantes los días 0, 7 y 14. Todas las muestras presentaron variaciones 

durante el almacenamiento en los parámetros analizados, con valores que cumplieron 

con las recomendaciones de las Normas Oficiales Mexicanas, excepto en pH y acidez; 

estos disminuyeron y aumentaron de forma gradual, respectivamente. Comparando las 

muestras la leche U-15 (Termoultrasonicada-15 min.) presentó la más alta estabilidad 

(3.1-3.7%) todos los días. La muestra control, U-10 (Termoultrasonicada-10 min.) y HU-

10 (Homogenizada-Termoultrasonicada-10 min.) presentaron mayor luminosidad en el 

día 14, y mayor cromaticidad y saturación en el día 0. Las muestras que presentaron 

menor diferencia de color con respecto a la leche pasteurizada fueron la U-10 y HU-15 

(Homogenizada-Termoultrasonicada-15 min.) y con la control la HU-10. Las muestras 

termoultrasonicadas, así como el control tuvieron valores positivos en fosfatasa alcalina. 

Sin embargo, en el conteo de mesófilos aerobios, las muestras tratadas en el día 0 se 

encontraron dentro de la norma (≤ 5 Log UFC/mL), excepto la HU-10, mientras que en 

enterobacterias solo la HU-15 (1 Log UFC/mL). En el día 14 la muestra U-15 presentó 

un valor menor en mesófilos aerobios, seguido de la U-10, mientras que en 

enterobacterias la menor fue la leche pasteurizada seguida de la HU-15. Cabe resaltar 

que todas las muestras termoultrasonicadas tuvieron una disminución en la 

concentración de AF, siendo la U-10 la que presentó menor contenido (149.99 EAFM1 
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pg/mL), incluso por debajo de la muestra pasteurizada. Finalmente, con respecto a la 

actividad antioxidante, en el día 0 las muestras tratadas presentaron mayor contenido 

de antioxidantes, excepto en ABTS/EAA (Equivalente de ácido ascórbico) y DPPH. En 

el día 14 la actividad antioxidante por ABTS/EAA, DPPH y FRAP aumentó en la HU-15, 

U-15 y HU-10, respectivamente. Estos resultados pudieran indicar que la aplicación del 

termoultrasonido representa una buena alternativa para el procesamiento de la leche, 

ya que además de disminuir la carga microbiana y el contenido de AF, puede conservar 

la calidad nutricional. 

 

Palabras clave: leche, termoultrasonido, aflatoxinas, almacenamiento 
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2 SUMMARY 

 

The pasteurization is the process that mainly is applied in the milk, however, this affect 

their nutritional properties. Besides in milk production there is a problem on the aflatoxin 

(AF) content, representing a risk to human health, therefore is necessary to offer 

technological alternatives that eliminate this micotoxins and obtain milk with minimal 

nutritional changes, complying with hygiene-sanitary measures. The aim of this study 

was to evaluate the effect of termoultrasound on properties of milk and inactivation of AF 

in milk during storage to ensure their safety. Six types of samples were used (4 

termoultrasonicated, 1 pasteurized and 1 control), proximal chemical analysis (PCA), 

physicochemical properties, microbiology, quantification of AFM1 and antioxidants were 

determined on days 0, 7 and 14. All samples presented variations during storage on the 

parameters analyzed, keeping values within of recommendations the Mexican Official 

Norms, except in pH and acidity, these gradually decreased and increased respectively 

during storage. Comparing the samples, U-15 milk (Termoultrasonicated-15 min.) 

showed the highest stability (3.1-3.7%) all days. The control sample, U-10 

(Termoultrasonicated-10 min.) and HU-10 (Homogenizated-Termoultrasonicated-10 

min.) had high luminosity on day 14 and higher chromacity and saturation on day 0. The 

samples that presented less difference of color respect to the pasteurized milk were the 

U-10 and HU-15 (Homogenizated-Termoultrasonicated-15 min.) and with the control the 

HU-10. The termoultrasonicated samples and the control had positive values on alkaline 

phosphatase. However, in total count the treated samples on day 0, were within the 

Mexican Official Norm (≤ 5 Log CFU/mL), except the HU-10, while enterobacteria only 

the HU-15 (1 Log CFU/mL), on day 14 the U-15 milk showed less content in total count 

followed by U-10, while enterobacteria the minor was HP and HU-15. It is worth 

highlighting that all termoultrasonicated samples have a decreased of AF content, being 

the U-10 which showed a lower content (149.99 AFEM1 pg/mL), even below the 

pasteurized sample. Finally, in antioxidant activity on day 0, the treated samples 

presented higher antioxidant content, except on ABTS/AAE (Ascorbic acid equivalent) 

and DPPH. On day 14 the antioxidant capacity by ABTS/AAE, DPPH and FRAP 

increased in the HU-15, U-15 and HU-10, respectively. These results could indicate that 
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the application of termoultrasound represents a good alternative for the processing of 

milk, since in addition to decrease the microbial and AF content, can conserve the 

nutritional quality. 

 

Key words: milk, termoultrasound, aflatoxins, storage 
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3 MARCO TEÓRICO 

 

La leche cruda de vaca, es definida como la secreción natural de las glándulas 

mamarias de las vacas, sin calostro y sin substracción alguna de sus componentes, que 

no ha sido sometida a tratamientos térmicos (NMX-F-700-COFOCALEC-2012). 

 

3.1 Consumo de leche a nivel mundial, nacional y estatal 

 

Diversos factores han ocasionado que el consumo de leche disminuya a nivel mundial, 

tales como la recomendación de disminuir el contenido de triglicéridos, y ácidos grasos 

de los productos de origen animal. Además, los mercados internacionales de los 

productos lácteos tienen poca actividad, ya que no se comercializa más que alrededor 

del 7% de la producción mundial de leche, debido a que su carácter perecedero da a 

entender que la mayor parte de la que se consume en forma líquida se produce y 

elabora cerca del punto de consumo. Además, el acceso limitado a los mercados 

restringe considerablemente el comercio (FEN y FINUT, 2015). 

 

La recomendación diaria de leche son dos vasos al día (200-250 mL), siendo el 

consumo recomendado anual de 170 L por persona, de acuerdo a la FAO en el 2017 a 

nivel mundial el consumo de leche líquida per cápita fue el siguiente: 

 Elevado (> 150 kg per cápita/año): América del Norte, Argentina, Armenia, 

Australia, Costa Rica, Europa, Israel, Kirguistán y Pakistán. 

 Medio (30-150 kg per cápita/año): India, Japón, Kenia, México, Mongolia, Nueva 

Zelanda, República Islámica de Irán, África septentrional y meridional, la mayoría 

del Oriente Próximo y la mayor parte de América Latina y Caribe. 

 Bajo (< 30 kg per cápita/año): China, Etiopia, la mayoría de África central y gran 

parte de Asia oriental y sudoriental. 

En México el consumo per cápita en 2016 fue de 53.9 L por persona (FAO, 2017).  
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La Unión Europea, Estados Unidos, India, China, Rusia y Brasil, son los principales 

productores de leche a nivel mundial con 149,000; 94,710; 68,000, 38,000; 29,890 y 

27,100milesde toneladas, respectivamente. En México en 2016 se produjeron 

11,607millones de litros de leche bovina, destacando Jalisco (2,228,482), Coahuila 

(1,411,959), Durango (1,113,982) y Chihuahua (1,051,731) miles de litros (Figura 1). En 

el estado de Hidalgo la producción anual en 2015 fue de 423,627 y para 2016 de 

423,965 litros (SIAP-SAGARPA, 2016). 

 

 

Figura 1 - Regiones con mayor producción de leche en México. 

 

3.2 Importancia nutricional de la leche 

 

La leche se sintetiza fundamentalmente en la glándula mamaria, pero una parte de sus 

constituyentes también proviene del suero de la sangre (García y Panadero, 2012). 

Está constituida por grasas, proteínas, lactosa, vitaminas, minerales y agua, además de 

otras sustancias que están presentes en menor concentración (FAO, 2017). El valor 
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energético de la leche está dado por el contenido de grasa, cada 245 mL de leche 

entera, semidescremada y descremada aportan 148, 116 y 86 Kcal, respectivamente 

(Pérez-Lizaur et al., 2014). 

 

Los lípidos están presentes entre un 3.4 y 5.1%, se encuentran emulsionados en forma 

de microglóbulos de 2-8 µm de diámetro, rodeados de una doble membrana de 

fosfolípidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y espingomielina) y proteínas 

(Vásquez-Mazo, 2015). La proporción de lípidos en leche de vaca se muestra en la 

Tabla 1 donde destacan los triglicéridos, presentes en un 98%, y el resto como di y 

monoglicéridos (Badui, 2013). Además, contiene fosfolípidos en una concentración de 

30 a 50 mg/100 mL, y su importancia nutricional radica en su papel emulsionante y 

micelar de la propia grasa láctea. El contenido de colesterol puede ser de 14, 9 y 2 

mg/100 mL, en leche entera, semidescremada y descremada respectivamente (Mataix y 

Rivas-Gonzalo, 2013). 

 

Tabla 1 – Contenido de lípidos en la leche 

 Porcentaje del total de lípidos Concentración (g/L) 

Triacilglicéridos 

Diacilglicéridos 

Monoacilglicéridos 

Fosfolípidos 

Ácidos grasos libres 

Colesterol 

96-98 

2.10 

0.08 

1.10 

0.20 

0.45 

31 

0.72 

0.03 

0.35 

0.08 

0.15 

Badui, 2013.  

 

La concentración de ácidos grasos de cadena corta, así como de cadena media, es 

relativamente elevada en la leche de vaca (10-15%), lo que la diferencia del resto de las 

grasas comestibles. Dentro del perfil de ácidos grasos (Tabla 2) destaca su riqueza en 

ácidos grasos saturados como el ácido láurico, mirístico y palmítico (García et al., 

2015). 
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Tabla 2 - Perfil de ácidos grasos de la leche 

 Clasificación Nombre Contenido (%) 

Ácidos grasos 

Saturados 

Butírico 4:0 

Caproico 6:0 

Caprílico 8:0 

Cáprico 10:0 

Láurico 12:0 

Mirístico 14:0 

Pentadecanoico 15:0 

Palmítico 16:0 

Esteárico 18:0 

3.6 

2.5 

1.5 

3.6 

4.8 

12.4 

1.4 

35.7 

9.1 

Monoinsaturados 

Miristoleico 14:1 

Palmitoleico 16:1 

Oleico 18:1 

1.3 

2.5 

15.2 

Poliinsaturados 
Linoleico 18:2 

Linolénico 18:3 

2.1 

0.7 

Ramificados, hidroxilados y otros 3.6 

Badui, 2013. 

 

Además la leche contiene proteínas de alto valor biológico que se encuentran  divididas 

de acuerdo a su estado de dispersión, en caseínas (80%) y seroproteínas o proteínas 

del suero (20%) (Tabla 3) (Vásquez-Mazo, 2015). 

 

Las caseínas están formadas por un complejo de fosfoproteínas y glicoproteínas que 

están en suspensión coloidal como micelas estables (Figura 2), no coagulan a altas 

temperaturas (100 °C), pero si a un pH bajo (4.65). Se pueden encontrar diferentes 

fracciones como α, ҡ y β-caseínas que incluyen distintos componentes como calcio, 

fosfato y citrato, los cuales dan estabilidad a la micela. Mientras que entre las 

seroproteínas destacan la β-lactoglobulina, α-lactoalbúmina y otras en menor 

proporción, como inmunoglobulinas, lactoferrina y lactoperoxidasa (Pingret et al., 2013). 
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Tabla 3 - Distribución de las proteínas de la leche 

Tipo Nombre 
Total de proteínas 

(%) 
Total de 

aminoácidos 

Caseínas 

(80%) 

αs1 

αs2 

β 

ҡ 

Ƴ 

34 

8 

25 

9 

4 

199 

207 

209 

169 

5.8 

Proteínas del suero 

(20%) 

β-lactoglobulina 

α-lactalbúmina 

Proteosa peptona 

Inmunoglobulinas 

Seroalbúmina 

9 

4 

4 

2 

1 

162 

123 

 

 

 

Badui, 2013 

 

 

Figura 2 - Estructura de la micela de caseína y sus subunidades (Badui, 2013). 

 

Las enzimas como lipasa, proteasa, fosfatasa alcalina, catalasa, lactoperoxidasa, etc., 

se encuentran en baja concentración unidas a la membrana del glóbulo graso y son 

sintetizadas en la glándula mamaria (García et al., 2014). El hidrato de carbono más 

importante es la lactosa (40-50 g/L), siendo su función principal la energética, aunque 

existen otros azúcares en pequeñas cantidades (mg o µg/100 mL) como glucosa, 

galactosa, aminoazúcares, azúcares fosforilados, entre otros (Mataix y Rivas-Gonzalo, 

2013). Las vitaminas de la leche provienen de la alimentación de la vaca y de su 

síntesis por parte de las bacterias del rumen, siendo en la estación de verano cuando la 
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riqueza vitamínica es mayor. Pueden encontrarse vitaminas hidrosolubles como tiamina 

(B1), riboflavina (B2), niacina (B3) y en menor proporción ácido fólico, también contiene 

vitaminas liposolubles como la vitamina A en forma de retinol y vitamina E (Badui, 

2013). La leche contiene distintos minerales, principalmente calcio, hierro, fósforo, 

magnesio, potasio y zinc (Mahaut et al., 2003). 

 

3.2.1 Antioxidantes en la leche 

 

Se han estudiado algunos compuestos bioactivos con actividad antioxidante, tal es el 

caso de proteínas del suero como la lactoferrina y α-lactoalbúmina, que actúan como 

agentes quelantes de metales, también en la lactoperoxidasa, lisozima y β- 

lactoglobulina se ha demostrado efectos sobre los radicales libres (Power et al., 2012). 

Por otro lado, las caseínas y los péptidos derivados de las caseínas pueden inhibir la 

peroxidación lipídica, además los caseinfosfopéptidos, derivados de la hidrólisis de 

caseína, actúan como péptidos secuestradores de metales (Bucevic‐Popovic et al., 

2014). Algunos compuestos antioxidantes como los fenoles pueden estar presentes en 

la leche, estos provienen principalmente de la alimentación de la vaca siendo en las 

estaciones de primavera y verano donde hay mayor cantidad de estos (O’Connel y Fox, 

2001). 

 

3.3 Especificaciones de la leche 

 

Las especificaciones sanitarias en leche cruda, semidescremada y descremada están 

establecidas en Normas Oficiales de la Secretaría de Salud y son de gran importancia 

ya que establecen las características microbiológicas y fisicoquímicas que debe 

presentar para ser apta para el consumo humano sin que represente un riesgo a la 

salud de los consumidores (Tabla 4). 
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Tabla 4 – Especificaciones fisicoquímicas y sanitarias de la leche 

Parámetro Especificación 

Densidad a 15 °C, g/mL 1.029 mín. 

Grasa butírica g/L 30 mín. 

Acidez (expresada como ácido láctico) g/L 
1.3 mín. 

1.7 máx. 

Sólidos no grasos de la leche, g/L 83 mín. 

Lactosa g/L 
43 mín. 

52 máx. 

Proteínas propias de la leche g/L 30 mín. 

Caseína g/L 24 mín. 

Aflatoxina M1 µg/kg 0.5 máx. 

Cuenta total de Bacterias Mesofílicas Aerobias UFC/mL < 100,000 

NOM-155-SCFI-2012 ; NMX-F-700-COFOCALEC-2012 

 

3.3.1 Aflatoxinas 

 

El término “aflatoxina” fue acuñado a comienzos del decenio de 1960, cuando miles de 

pavos, patos y otros animales domésticos, murieron a causa de una enfermedad 

conocida como “enfermedad X de los pavos”, y se atribuyó a la presencia de toxinas de 

Aspergillus flavus en harina de maní importada de Sudamérica (Zain, 2011).  

 

Las aflatoxinas (AF) son producidas por cepas de hongos Aspergillus flavus y 

Aspergillus parasiticus, aunque también pueden ser producidas por hongos del género 

Penicillium, Fusarium, Claviceps y Alternaria (Steyn y Stander, 1999). Estos requieren 

ciertas condiciones para llevar a cabo su crecimiento las cuales se muestran en la Tabla 

5. 
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Tabla 5 - Condiciones ambientales para el crecimiento de hongos productores de 
aflatoxinas 

Hongo Temperatura pH 
Actividad de agua 

(aw) 

Humedad 

relativa 

A. flavus 
13-37 °C 

(óptima 16-31 °C) 

2-8 

(óptimo 6) 

0.82-0.99 

(óptimo 0.95-0.99) 
> 14% 

A. parasiticus 
12-40 °C 

(óptima 25 °C) 

2-8 

(óptimo 6) 

0.86-0.99 

(óptimo 0.95) 
> 14% 

Herrera, 2012; Bhat, Rai y Karim, 2010 

 

Estas micotoxinas pertenecen a la familia de las bifurano-cumarinas, entre ellas se 

encuentra la aflatoxina M1, un producto hidroxilado derivado de la aflatoxina B1 (AFB1) 

durante el metabolismo oxidativo (Figura 3), constituida por la fusión de un núcleo 

cumarínico, bifurano y una pentanona (Urrego y Díaz, 2006). 

 

 

Figura 3 - Estructura química de las aflatoxinas (Carvajal, 2013) 

 

La aflatoxina M1 es producida después de que el ganado lechero consume granos 

contaminados con AFB1. Esta última es absorbida en el tracto gastrointestinal debido a 

su alta liposolubilidad (Barquero, 2009), después pasa al hígado donde es 

biotransformada por enzimas microsomales, como la CYP1A2, que en su mayoría 

forma endo-epóxido y AFM1, una vez formada se excreta en la orina y en la leche del 

animal (Bañuelos et al., 2000). 
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La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) y la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) designaron a la aflatoxina B1 como la más toxica y como un 

compuesto cancerígeno (Bakirci, 2001). Sin embargo, todas las aflatoxinas tienen 

efectos tóxicos, mutagénicos, teratogénicos y cancerígenos (El-Sayed y Khalil, 2009), 

además juegan un papel importante en la elevada incidencia de carcinoma 

hepatocelular humano en ciertas áreas del mundo (EFSA, 2012). 

 

3.3.2 Presencia de aflatoxinas en leche 

 

La leche es un alimento con un alto valor nutritivo pero también susceptible de 

contaminación y principal vehículo de introducción de AFM1 en la dieta, lo que 

representa un riesgo para la salud pública (Quevedo-Garza et al., 2015) debido a que 

los tratamientos térmicos convencionales como la pasteurización y la esterilización en 

autoclave no han sido capaces de destruirla, por lo que pueden estar presentes también 

en derivados lácteos (Park, 2002). 

 

Carvajal et al., (2003) y Pérez et al., (2008) reportan la presencia de AFM1 en leche en 

polvo y fluida comercializadas en el estado de Hidalgo y en el Altiplano Mexicano. Para 

2010 Urbán et al, realizaron un estudio en leche y queso de cabra, recolectaron 

muestras en cinco unidades de producción caprina del estado de Hidalgo, durante el 

período comprendido de julio 2008 a junio de 2009 y, se encontró la presencia de AFM1 

en el 30% de las muestras analizadas. Los niveles de contaminación variaron en los 

diferentes meses, y la mayor frecuencia se encontró en el mes de marzo y octubre (0.87 

µg/kg), pero sólo el 8.3% del total de las muestras presentaron niveles por arriba de la 

norma 184-SSA1-2002 (0.05 µg/kg). Finalmente, estudios realizados por Velásquez et 

al., (2012) en el estado de Jalisco mostraron contaminación por AFM1 en leche en el 

100% de las muestras, las cuales consistieron en la recolección de leche cruda de 10 

centros de acopio y 6 marcas de leche pasteurizada. En general, en México, existe 

poca información sobre la contaminación por AFM1 en leche (López et al., 2012), ya que 

la mayoría de los estudios se han limitado a registrar la incidencia de Aspergillus, 
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cuantificación de aflatoxinas B1 e identificación a nivel de género de los hongos 

presentes en el grano de maíz (Hernández-Delgado et al., 2007; Montes et al., 2009; 

Ortiz et al., 2012). 

 

Lo anterior, pone en evidencia que la presencia de AFM1 en leche es una problemática 

actual en México, debido a la relevancia en la salud pública, particularmente por la 

carcinogenicidad demostrada en humanos, lo cual hace necesario implementar 

medidas para prevenir el consumo de alimentos contaminados con estas micotoxinas. 

Se han utilizado diferentes métodos para disminuir la concentración de AF, como 

extracción con solventes, adsorción, calentamiento, irradiación, luz ultravioleta, rayos 

gamma e irradiación solar (Rustom, 1997). Sin embargo, por si solos, ninguno ha 

logrado una total eliminación. 

 

3.4 Procesamiento de la leche 

 

Para asegurar la calidad microbiológica de la leche y evitar que represente un riesgo 

para la salud de la población, existen métodos térmicos convencionales para tratarla 

como la pasteurización, esta incluye el uso de temperatura ultra alta (UHT), baja 

temperatura tiempo largo (LTLT) y alta temperatura tiempo corto (HTST) (Capilla, 2015). 

 

Previo a dichos tratamientos, se requieren procesos como el desnatado y 

homogenización. El proceso de desnatado se utiliza para eliminar parte de la grasa 

logrando que tenga un contenido aproximado de 3.5-4.0%, lo cual favorece la 

estabilidad de la leche que será destinada para consumo o elaboración de derivados 

lácteos (NMX-F-700-COFOCALEC-2012). La homogeneización se emplea en la 

industria para estabilizar los lípidos de la leche y evitar la separación de fases, esta se 

pasa a través de una válvula con una abertura muy pequeña, donde los glóbulos 

originales se desintegran en un gran número de ellos de menor tamaño (2 µm). Este 

proceso no sólo rompe los glóbulos de grasa, sino que provoca una interacción lípido-
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proteína donde el suero y otras proteínas se unen a la membrana del glóbulo graso 

mediante enlaces hidrófobos y las inmunoglobulinas a la caseína k (Badui, 2013). 

 

3.4.1 Pasteurización rápida 

 

El proceso de pasteurización original se desarrolló para destruir al Mycobacterium 

tuberculosis, causante de la tuberculosis, y consistía en calentar la leche a 61.5 °C por 

30 min. Sin embargo, en estas condiciones sobrevive la Coxiella burnetii, que es el 

patógeno más termorresistente que crece en la leche. Actualmente, se lleva a cabo en 

sistemas continuos de intercambiadores de calor de placas o de tubos, en los que la 

leche se somete a 71.8 °C durante 15 segundos de tratamiento efectivo (Mataix y 

Rivas-Gonzalo, 2013).  

 

La pasteurización está calculada en la reducción de 12 ciclos logarítmicos de la cuenta 

microbiana de la C. burnetii, y eliminación microorganismos más termosensibles como 

los coliformes, además la inactivación de la fosfatasa alcalina, sin embargo no elimina 

esporas, peroxidasas, lipasas, proteasas, ni bacterias lácticas, por lo que requiere de 

refrigeración, ya que su vida útil es de 7 días aproximadamente (Badui, 2013).  

 

La eficiencia de la pasteurización se valida indirectamente al medir la actividad residual 

de la fosfatasa alcalina, ya que su inactivación indica que el tratamiento térmico fue 

efectivo; sin embargo durante el almacenamiento se puede presentar su reactivación 

(Santos, 2012). 

 

Este tratamiento ha sido ampliamente utilizado en la industria del procesamiento de los 

alimentos, por su efecto sobre la reducción de microorganismos, sin embargo, también 

existe un efecto negativo sobre los nutrientes termosensibles como las vitaminas 

(tiamina, folatos, cobalamina y riboflavina) (Chambers et al., 2010).  
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3.4.1 Pasteurización lenta o discontinua  

 

La leche se calienta por medio de vapor o agua caliente, que circula entre las paredes de 

un tanque de acero inoxidable a 63 °C durante 30 min., usando un agitador para hacer 

más homogéneo el tratamiento. Una vez alcanzada la temperatura, es enfriada a menos 

de 10 °C por medio de una corriente de agua fría. La ventaja de este método es que 

mantiene el mismo valor nutricional de una leche sin tratamiento, pero tiene un efecto 

germicida menor al exigido para leches pasteurizadas (Capilla, 2015). 

 

3.4.2 Leche ultrapasteurizada (UHT) 

 

La ultrapasteurización es un tratamiento más intenso (145-155 °C durante 1-5 

segundos) que destruye prácticamente todos los microorganismos y las enzimas más 

termorresistentes. El producto obtenido puede almacenarse sin refrigeración por 

periodos de hasta 4-6 meses, siempre y cuando no se abra el envase. Sin embargo una 

de las desventajas de las elevadas temperaturas utilizadas, es la desnaturalización de 

proteínas lo cual es indeseable en leches que son destinadas para la elaboración de 

quesos (Pérez-Reyes y Sosa-Morales, 2013). 

 

Debido a lo anterior y a la creciente demanda de alimentos saludables, el aumento del 

poder adquisitivo de productos y la mayor disponibilidad de estos en el mercado, la 

industria de los alimentos se ha visto obligada a desarrollar nuevas tecnologías de 

procesamiento de alimentos, que logren cubrir las expectativas nutricionales y sociales 

de la población y que además permita aumentar la variedad, cantidad y calidad de 

estos productos (Santos, 2012). Como se mencionó anteriormente los tratamientos 

tecnológicos convencionales no logran disminuir la concentración de las aflatoxinas, por 

lo que una de las alternativas para solucionar esta problemática podría ser el uso del 

ultrasonido. 
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3.5 Ultrasonido 

 

La tecnología de ultrasonido puede definirse como ondas mecánicas a frecuencias por 

arriba del umbral del odio humano (> 16 kHz). Las ondas viajan a través del material o 

sobre la superficie (Soria y Villamiel, 2010).  

 

El ultrasonido se puede dividir en diferentes rangos de frecuencia, ultrasonido de alta 

frecuencia/baja intensidad (100 kHz–1 MHz), con niveles de intensidades menores a 1 

W cm-2, genera bajos niveles de potencia (Knorr et al., 2004), de modo que el material 

tratado no se altera física o químicamente (Romero et al., 2016). Generalmente, este 

tratamiento no es destructivo, se ha utilizado con éxito para el control no invasivo de los 

procesos alimenticios y como una técnica analítica para determinar las propiedades 

fisicoquímicas de los alimentos como la textura, densidad, porosidad, tamaño de grano, 

etc., (De São José et al., 2014).  

 

El ultrasonido de baja frecuencia/alta intensidad (16 – 100 kHz), en donde los niveles de 

potencia utilizados son de 10 – 1000 W cm–2 , pueden llegar a modificar el material 

estudiado, dañando sus propiedades e incluso originar una reacción química con el fin 

de liberar el compuesto buscado (Ulloa et al., 2013) y se ha utilizado en la fabricación 

de alimentos para la desintegración celular, extracción de componentes intracelulares y 

enzimas, aceleración de reacciones enzimáticas, fermentación microbiana, la dispersión 

de polvos secos en líquidos, la emulsificación, la desactivación de enzimas y 

microorganismos, etc., (De São José et al., 2014). Este tratamiento se basa 

fundamentalmente en el fenómeno de cavitación (Figura 4) (Robles-Ozuna y Ochoa-

Martínez, 2012). Durante el procesamiento, cuando una onda sónica se encuentra con 

un medio líquido se forman ondas longitudinales, creando así regiones de compresión y 

expansión alternadas (Sala et al., 1995), estas regiones de cambio de presión provocan 

la cavitación formando burbujas de gas en el medio, lo que aumenta la difusión de gas, 

haciendo que la burbuja se expanda alcanzando un punto en el que la energía 

ultrasónica proporcionada no es suficiente para retener la fase de vapor en la burbuja; 
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por lo tanto, se produce una rápida condensación. Las moléculas condensadas, 

alcanzan temperaturas de hasta 5,500 °C y 50,000 kPa, y chocan violentamentecon las 

estructuras químicas del material estudiado, causando su ruptura y modificación de 

estructuras (Aday et al., 2012). Los cambios de presión resultantes de estas 

implosiones son el principal efecto bactericida en el ultrasonido (Piyasena et al., 2003). 

 

 

Figura 4 - Etapas del fenómeno de cavitación (Abdullah y Chin, 2004) 

 

Este método ha sido utilizado para la conservación de alimentos, demostrando su 

eficacia en la descontaminación de vegetales crudos y de huevos enteros sumergidos 

en medios líquidos (Kentish y Feng, 2014). Además se ha demostrado una disminución 

significativa de Escherichia coli en jugo de tuna (Cruz-Cansino et al., 2016) así como de 

Pseudomonas fluorescens y Listeria monocytogenes en jugo de manzana, esto sin 

alterar el contenido de proteína y caseínas (Gabriel, 2012). También el ultrasonido ha 

facilitado la extracción de compuestos antioxidantes (Zafra-Rojas et al., 2016).  

 

El ultrasonido hace uso de fenómenos físicos y químicos que son fundamentalmente 

diferentes a los que se aplican convencionalmente en las técnicas de extracción, 

procesamiento y conservación. Ofrece ventajas en térmicos de productividad, 

rendimiento y selectividad, ya que se obtienen mejores tiempos de proceso, mejora la 

calidad, reduce riesgos químicos y físicos y se considera ambientalmente amigable. 
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Actualmente es considerada una técnica de procesamiento sustentable, debido a que 

típicamente emplea menos tiempo, agua y energía (Chemat y Khan, 2011). 

 

3.5.1 Termoultrasonido 

 

El efecto de los ultrasonidos sobre los agentes alterantes de los alimentos es limitado y 

dependiente de múltiples factores (tipo de alimento, tiempo de exposición del 

tratamiento, entre otros), por ello, su aplicación se ha encaminado hacia la 

combinación, simultanea o alterna, con otras técnicas de conservación (Wilches, 2015), 

para la destrucción o eliminación de microorganismos, además puede usarse para 

mejorar la esterilización proveniente de un tratamiento térmico (Mason et al., 1996). La 

aplicación de ultrasonido y tratamientos térmicos suaves (entre 50 y 60 °C) ha dado 

lugar al procedimiento denominado termoultrasonicación (Figura 5) (Herrero y Romero, 

2016). 

 

El primer reporte sobre la sinergia entre el ultrasonido y el calor como mecanismo para 

inactivar bacterias fue publicado por Ordóñez et al. (1987), ellos combinaron las ondas 

ultrasónicas de alta potencia con temperatura, obteniendo que los efectos de la 

inactivación de microorganismos (Staphylococcus aureus) fueron mayores que en los 

efectos de las ondas ultrasónicas a temperatura ambiente. García et al., (1989), 

mostraron los beneficios de la termosonicación para la disminución de las esporas de 

Bacillus subtilis, mencionaron que a pesar de que el efecto de la cavitación podría ser 

minimizado por el aumento de la temperatura, en el caso de la leche, la concentración 

de sólidos en suspensión podría desempeñar un papel importante y mejorar la 

intensidad de la cavitación. También observaron que a elevadas temperaturas, el efecto 

de la termosonicación para destruir bacterias se mantuvo en la leche, además 

comparada con la destrucción térmica, los resultados fueron muy similares. Aunque el 

mecanismo no está claro, atribuyeron estos resultados a la concentración de sólidos 

presentada en la leche. En un estudio publicado por Wringley y Llorca (1992), en la 

disminución de Salmonella typhimurium en leche descremada y huevo en una infusión 

cerebro/corazón contaminada con dicha bacteria, se observó una reducción de la 
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contaminación del 99%, aplicando ultrasonido a temperaturas moderadas (por debajo 

de las utilizadas en la pasteurización). 

 

Aunque se conoce el efecto bactericida del ultrasonido, especialmente cuando se 

combina con calor (García et al., 1989) y que tiene ventaja sobre la utilización de la 

pasteurización, ya que además de la disminución microbiana, puede minimizar la 

pérdida de sabor y obtener mayor homogeneidad (Thaipong et al., 2006) la industria 

láctea no utiliza actualmente esta técnica para propósitos de conservación. Esto podría 

deberse a que los estudios detallados, incluyendo los aspectos de consumo de energía, 

sobre el procesamiento de leche ultrasonicada son escasos (Villamiel y De Jong, 2000). 

Sin embargo, existe evidencia de los efectos del ultrasonido sobre la reducción de 

microorganismos en leche, jugo y otros alimentos, pero no sobre los efectos en la 

concentración de las aflatoxinas en leche.  

 

Estudios han reportado (Mohammad et al., 2015) que el poder del ultrasonido para la 

disminución de la toxicidad de las aflatoxinas, radica en la pérdida de uno de los dobles 

enlaces del anillo furano o la pérdida del mismo por acción de la cavitación. Por lo que 

posiblemente al aplicar este tratamiento se pueda disminuir la concentración de la 

AFM1, además de evitar la pérdida de sus propiedades nutricionales. 
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4 PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

Tanto a nivel mundial como en México, existe una problemática actual en salud pública 

por contaminación de alimentos, como en el caso de la leche de vaca que puede 

presentar aflatoxina M1, compuesto capaz de provocar daño hepático y efectos 

cancerígenos, dicha contaminación se debe a que el ganado lechero consume 

alimentos contaminados con aflatoxina B1, este proceso se inicia desde la alimentación 

del animal, por las condiciones de higiene con las que se transporta o almacena el 

alimento. En México, desde el 2003 se reportó la presencia de aflatoxina M1 en 

diferentes centros de acopio, e incluso en leche comercial, sin embargo, en este 

alimento no existen estudios recientes sobre la presencia de contaminación por 

aflatoxina, ya que la mayoría de los estudios se ha enfocado en identificar la micotoxina 

en granos de maíz. Además el problema ha ido en aumento, ya que existen pocos 

laboratorios y plantas de tratamiento que evalúen la calidad de los productos lácteos, 

que permitan asegurar la disminución de la presencia de dichos contaminantes de 

acuerdo al límite marcado por la normatividad (0.05 µg/kg). 
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5 JUSTIFICACIÓN 

 

La leche es el producto lácteo más consumido a nivel mundial, por ello su 

contaminación con aflatoxina M1 representa una problemática en la salud, además las 

tecnologías convencionales como la pasteurización, ultra-pasteurización o 

esterilización, no garantizan su disminución o eliminación, por tal motivo se requiere de 

la aplicación de tratamientos que aseguren inocuidad y que además mantengan la 

calidad de la leche. Existen nuevas tecnologías emergentes en las que se ha 

encontrado que no causan daño o lo hacen mínimamente sobre las características 

sensoriales y nutricionales del alimento, entre ellas se encuentra el termoultrasonido, ya 

que se ha demostrado su efecto bactericida, así como liberación de compuestos 

antioxidantes, aunado a esto podría sustituir la homogenización y/o pasteurización en la 

industria, mejorando su calidad fisicoquímica, microbiológica y nutricional, por lo que 

podría ser una alternativa para disminuir la concentración de aflatoxina M1 en la leche. 
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6 OBJETIVOS 

6.1 Objetivo general 

 

Determinar el efecto del termoultrasonido sobre la composición fisicoquímica, capacidad 

antioxidante, contenido de microorganismos e inactivación de aflatoxinas en leche 

durante el almacenamiento, para asegurar la calidad nutricional e inocuidad del 

producto lácteo. 

 

6.2 Objetivos específicos 

 

 Aplicar el tratamiento por termoultrasonido en diferentes condiciones para 

comparar las características de las leches tratadas, la pasteurizada y la leche sin 

tratamiento.  

 Determinar la composición química proximal de la leche mediante la medición del 

porcentaje de proteínas, grasa, carbohidratos, humedad y minerales. 

 Analizar las propiedades fisicoquímicas de la leche midiendo pH, acidez, 

densidad, sólidos totales, sólidos no grasos, estabilidad, fosfatasa alcalina, color 

para comparar los cambios durante el almacenamiento. 

 Determinar la calidad microbiológica a través del conteo de mesófilos aerobios y 

enterobacterias en leche para comparar la reducción de microorganismos entre 

las leches tratadas y la leche sin tratamiento y los cambios durante el 

almacenamiento. 

 Realizar la medición del contenido de aflatoxinas M1 libres en la leche mediante 

la prueba ELISA para comparar la concentración de este compuesto entre las 

leches tratadas y la leche sin tratamiento y los cambios producidos durante el 

almacenamiento.  

 Evaluar el contenido de compuestos fenólicos totales y la actividad antioxidante 

mediante ABTS, DPPH y FRAP en leche para comparar su concentración en las 

leches tratadas y la leche sin tratamiento.  
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 Comparar los cambios que se produjeron durante el almacenamiento en las 

propiedades fisicoquímicas, microbiología, contenido de aflatoxinas y de 

antioxidantes en leche tratada con termoultrasonido, leche pasteurizada y sin 

tratamiento. 
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7 DISEÑO METODOLÓGICO 

7.1 Obtención de la muestra 

 

La leche utilizada se obtuvo del Rancho Universitario del Instituto de Ciencias 

Agropecuarias de la Universidad Autónoma de Estado de Hidalgo, en el municipio de 

Tulancingo de Bravo. Se recogió en frascos de vidrio previamente esterilizados y se 

trasladó a 12 °C. La leche fue sometida a 6 tipos de tratamientos (Tabla 6). Se llevaron 

a cabo 20 determinaciones para la evaluación de análisis químico proximal y las 

características fisicoquímicas, microbiológicas y antioxidantes de las muestras (Figura 

6). 

 

Tabla 6 - Muestras de estudio 

Clave Tipo de muestra 

CL Leche Control 

U-10 Leche Termoultrasonicada – 10 min.* 

U-15 Leche Termoultrasonicada – 15 min.* 

HU-10 Leche Homogenizada – Termoultrasonicada – 10 min.* 

HU-15 Leche Homogenizada – Termoultrasonicada – 15 min.* 

HP Leche Homogenizada – Pasteurizada 

*: 95% de amplitud empleada en termoultrasonido 
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Figura 5 - Diagrama del diseño metodológico. CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-
15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: 
Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada – Pasteurizada. 

 

7.2 TIPO DE ESTUDIO 

 

Se analizaron 20 variables: análisis químico proximal (humedad, proteína, grasa, 

lactosa y cenizas), pH, acidez titulable, densidad, sólidos totales (ST), sólidos no grasos 

(SNG), estabilidad física, fosfatasa alcalina, color, calidad microbiológica (mesófilos 

aerobios y enterobacterias), conteo de aflatoxinas, actividad antioxidante (compuestos 

fenólicos totales) y capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP). Posteriormente se 

realizó una comparación entre los tratamientos aplicados, la leche pasteurizada y el 

control a lo largo del almacenamiento entre cada muestra y entre muestras a través de 

los días.  

 

7.3 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

 

Las muestras de leche fueron sometidas a tratamiento de homogenización, tratamiento 

por termoultrasonido en diferentes condiciones y pasteurización, así como una muestra 

control para su posterior comparación.  
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7.3.1 Homogenización 

 

El proceso de homogenización se llevó a cabo con la finalidad de reducir el tamaño del 

glóbulo de grasa de la leche, se usó un homogeneizador digital (Ultra Turrax, IKA®, 

Korea) colocando 200 mL de leche en frascos bacteriológicos estériles de 500 mL y fue 

sometida a 11,000 rpm por 5 min. 

 

7.3.2 Pasteurización 

 

La pasteurización se realizó en 400 mL de leche homogenizada a 85 °C durante 15 s 

según la metodología descrita por Juraga et al., (2011) en un recipiente de acero 

inoxidable de doble pared a través de la cual circulaba agua en un baño de 

recirculación (1210610, Cole Parmer, EE. UU) con temperatura controlada a 87 °C a 

una velocidad de flujo de 0.5 L/min. 

 

7.3.3 Termoultrasonido 

 

El tratamiento de termoultrasonido se llevó a cabo en un procesador ultrasónico (VCX 

1500 HV, Sonics & Materials, Inc. Newtown, EE.UU) (Figura 6) con una sonda de 13 

mm de diámetro. Las muestras se procesaron a una frecuencia constante de 20 kHz 

durante períodos de tiempo de 10-15 min., en leche homogenizada y sin homogenizar 

con duraciones de pulso de 4 s on y 2 s off. Se colocaron 400 mL de muestra en un 

recipiente de acero inoxidable de doble pared a través del cual circulaba agua a 45 °C 

circulaba a una velocidad de flujo de 0.5 L/min. (1210610, Cole Parmer, EE.UU). 

Durante los tratamientos se monitoreo la temperatura de entrada y salida (Tabla 7). 
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Figura 6 - Equipo de termoultrasonido (Zafra-Rojas et al., 2016) 

 

Tabla 7 - Temperatura inicial y final de las diferentes muestras después del tratamiento 

 Muestras CL U-10 U-15 HU-10 HU-15 HP 

T 

(°C) 

T1 

T2 

8 

- 

31 ± 3.61 

48.27 ± 2.89 

31 ± 2.65 

54.87 ± 1.42 

30 ± 3.00 

50.20 ± 0.40 

29 ± 3.61 

55.07 ± 0.40 

8 

85 

T: Temperatura. T1: Temperatura inicial. T2: Temperatura final. CL: Leche Control. U-10: 
Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – 
Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada 
– Pasteurizada 

 

7.4 Almacenamiento 

 

Después del tratamiento correspondiente, todas las muestras, fueron almacenadas en 

congelación a -32 °C para la determinación de antioxidantes, y el resto en refrigeración 

a 8 °C en frascos y viales eppendorf previamente estériles, y se analizaron 

transcurridos 0, 7 y 14 días de su obtención.  

7.5 Determinación del análisis químico proximal (AQP). 

 

La composición química proximal se llevó a cabo con el equipo LACTOSCAN (MCC, 

Milkotronic Ltd, Bulgaria), utilizando 30 mL de cada una de las muestras de leche a 
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temperatura ambiente. Los parámetros medidos fueron: lactosa, proteína, cenizas y 

grasa. La humedad se calculó por diferencia como se muestra en la siguiente ecuación:  

 

% ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 = 100 − 𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑎 − 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 − 𝑐𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 − 𝑔𝑟𝑎𝑠𝑎   Ecuación 1 

 

7.6 Determinación de las propiedades fisicoquímicas 

7.6.1 Determinación del pH 

 

La medición de pH se realizó con un potenciómetro (pH210, Hanna Instruments, 

Romania) en 30 mL de leche.  

 

7.6.2 Determinación de la acidez titulable 

 

La acidez se determinó por el método de la AOAC (942.15, 1999). La prueba se llevó a 

cabo colocando 9 mL de muestra más 5 gotas de fenolftaleína en un matraz 

Erlenmeyer, posteriormente se tituló con solución de NaOH 0.1 N hasta que la muestra 

tomó un color ligeramente rosa. El porcentaje de acidez titulable se calculó con la 

siguiente ecuación registrando los mL de NaOH gastados: 

 

% 𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 𝑡𝑖𝑡𝑢𝑙𝑎𝑏𝑙𝑒 =
(𝑉  𝑥 𝑁 𝑥 0.09)

𝑉𝑚
𝑥 100      Ecuación 2 

 

Dónde: 

V: mililitros de NaOH gastados 

N: normalidad del NaOH de 0.1 

Vm: mililitros de muestra utilizados 
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7.6.3 Determinación de la densidad, sólidos totales y sólidos no grasos 

 

La gravedad específica se llevó a cabo colocando 250 mL de leche en una probeta de 

vidrio, midiendo la temperatura, posteriormente se sumergió el lactodensímetro y se 

registró la lectura (Kirk et al., 2011). Para corregir la lectura del lactodensímetro, por 

cada grado centígrado por arriba de 15 °C se sumó 0.24 y por cada grado por debajo se 

restó 0.24 a la lectura del lactodensímetro. La densidad se calculó usando la siguiente 

ecuación: 

 

𝐺𝑟𝑎𝑣𝑒𝑑𝑎𝑑 𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 = (
𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎

1000
) + 1     Ecuación 3 

 

Los sólidos totales y sólidos no grasos se calcularon a partir de la lectura corregida y el 

porcentaje de grasa de la leche con las siguientes ecuaciones (Kirk et al., 2011):  

 

%  𝑆ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 = (
𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎

4
) + (1.2 𝑥 % 𝑔𝑟𝑎𝑠𝑎)   Ecuación 4 

%  𝑆ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑔𝑟𝑎𝑠𝑜𝑠 = (
𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎

4
) + (0.2 𝑥 % 𝑔𝑟𝑎𝑠𝑎)   Ecuación 5 

 

7.6.4 Determinación de índice de estabilidad física 

 

El índice de estabilidad se valoró determinando el porcentaje de partículas 

sedimentadas (p/p) después de la centrifugación (Cruz et al., 2007). Un valor alto de 

este parámetro indica una baja estabilidad como consecuencia de la sedimentación de 

las partículas. Se pesaron 10 mL de cada tipo de leche en tubos de polipropileno de 15 

mL previamente pesados (peso inicial), los tubos fueron centrifugados (VanGuard 

V6500, Hamilton Bell®, USA) a 3500 rpm por 20 min., a temperatura ambiente. 

Posteriormente se retiró el sobrenadante por decantación y se registró nuevamente el 

peso (peso final). El porcentaje de sólidos precipitados (% p/p) se calculó con la 

siguiente ecuación: 
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% 𝑝/𝑝 = (𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙) 𝑥 100     Ecuación 6 

Dónde: 

%p/p: porcentaje de sólidos precipitados 

Peso inicial: peso del tubo vacío (g) 

Peso final: peso del tubo con residuo (g) 

 

7.6.5 Determinación de la fosfatasa alcalina 

 

La fosfatasa alcalina es una enzima hidrolasa ligada a la membrana del glóbulo graso 

de la leche, responsable de eliminar grupos fosfatos (desfosforilación) de moléculas 

como nucleótidos, proteínas y alcaloides (INEN, 1973). El método se basa en la acción 

que ejerce la fosfatasa sobre el fosfato fenildisódico, liberando fenol, que se detecta 

haciéndolo reaccionar con 2,6-dicloroquinonacloroimida (CQC), para formar indofenol 

que produce color azul en un medio básico. La prueba se realizó con el Kit 

LACTOCYDEX, Lactognost®. Para comprobar la técnica se utilizó un control negativo 

de leche. 

 

7.6.6 Determinación del color 

 

La prueba se realizó en 10 mL de leche, usando un colorímetro portátil (500SM-508D, 

Minolta CM-80, Japón) donde se obtuvieron valores según la escala CIE L* a* b*, donde 

L* indica luminosidad que varía de 0 (blanco) a 100 (negro); a* mide la contribución 

rojo-verde y b* la contribución azul-amarillo (Francis, 1980). Para calcular cromaticidad 

(C) y tonalidad (°h) se utilizaron las siguientes ecuaciones: 

 

C = [𝑎∗2 +  𝑏∗2]1/2         Ecuación 7 

ℎ° = 𝑡𝑔−1(𝑏 ∗
𝑎 ∗)⁄          Ecuación 8 
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L* a* b* fueron utilizadas para calcular la diferencia de color (∆E) utilizando las leches 

control (CL) y pasteurizada (HP) como referencia. La diferencia de color se calculó con 

la siguiente ecuación:  

 

∆𝐸 = √∆𝐿∗2 + ∆𝑎∗2 + ∆𝑏∗2        Ecuación 9 

 

7.7 Determinación de la calidad microbiológica 

7.7.1 Mesófilos aerobios y enterobacterias 

 

El análisis microbiológico se llevó a cabo mediante la técnica de vaciado en placa 

haciendo una siembra por inclusión utilizando diluciones decimales con agua de 

peptona. El recuento de mesófilos aerobios (MA) se realizó en agar para métodos 

estándar, incubado a 30 °C (LSI-3016A, LabTech®, Korea), durante 48 horas y 

recuento de enterobacterias (EB) en agar bilis rojo violeta glucosado (VRBG), incubado 

a 37 °C durante 24 horas en una incubadora (LSI-3016A, LabTech®, Korea) (IDF, 

1991). 

 

7.7.2 Determinación de aflatoxina M1 

 

Para la cuantificación de AFM1, se llevó a cabo una centrifugación de las diferentes 

muestras a 3500 rpm durante 10 min., para eliminar el contenido de grasa. 

Posteriormente se utilizó el Kit de Euro Proxima® aflatoxina M1 ELISA es un inmuno 

ensayo enzimático competitivo en fase sólida. Se utilizó una curva estándar con 100 µL 

de solución de AFM1 en las siguientes concentraciones: 6.25, 12.50, 25, 50, 100 y 200 

pg/mL, conjuntamente se utilizaron dos blancos de solución estándar cero (blanco A y 

blanco B). Los micropocillos se midieron ópticamente con un lector de microplacas 

(Power Wave XS UV-Biotek, software KCjunior, EE. UU.) a una absorbancia de 450 nm. 

Los resultados se expresaron como equivalentes de aflatoxina M1 en 

picogramos/mililitro (EAFM1 pg/mL) (Anexo). 
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7.8 Determinación de la actividad antioxidante 

7.8.1 Extracción de compuestos antioxidantes 

 

Se llevaron a cabo siguiendo la metodología de Wallace y Giusti (2008), utilizando 

metanol como disolvente extractor en una proporción 1:3 (muestra:metanol), se 

colocaron 3 mL de cada una de las muestras y 9 mL de metanol en tubos de centrifuga 

de 50 mL. Los tubos se dejaron en agitación a temperatura ambiente durante 15 min., 

transcurrido este tiempo se centrifugaron a 10,000 rpm en una centrifuga refrigerada 

(Allegra 25™, Beckman Coulter, EE. UU.) a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante de 

cada tubo se guardó en viales etiquetados y se congeló a -32 °C para su posterior 

análisis. 

 

7.8.1.1 Contenido de fenoles totales 

 

Los compuestos fenólicos totales se determinaron de acuerdo al método de Stintzing et 

al., (2001), el cual utiliza el reactivo Folin-Ciocalteu. Este reactivo es una mezcla de 

ácido fosfotúgstico y fosfomolíbdico, la cual es reducida a óxidos azules de tugsteno y 

molibdeno durante la oxidación fenólica que ocurre en condiciones alcalinas. La 

coloración azul refleja la cantidad total de polifenoles presentes. 

 

La técnica se realizó con la extracción directa colocando en viales 200 µL de la 

extracción, para aumentar la concentración. Se agregaron 500 µL de solución de Folin-

Ciocalteu (1/10 en agua destilada) y 400 µL de solución de carbonato de sodio al 7.5%. 

Las muestras se agitaron en vortex, se dejaron reposar a temperatura ambiente por 30 

min y se realizó la lectura de absorbancia en el lector de microplacas (Power Wave XS 

UV-Biotek, software KCjunior, EE. UU.) a 765 nm. La cantidad de compuestos fenólicos 

totales se obtuvo a partir de una curva estándar (Anexo) preparando una solución de 

ácido gálico con 7.5 mg en 25 mL de agua. A partir de esta solución se realizaron las 

siguientes concentraciones: 0, 100, 200 y 300 mg EAG/L, posteriormente se tomaron 
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100 µL de cada concentración y se aplicó el método antes descrito. Los resultados se 

expresaron como miligramos equivalentes de ácido gálico por litro (mg EAG/L). 

7.8.1.2  Ensayo ABTS•+ 

 

La actividad antioxidante en base al radical libre de ABTS•+ se realizó de acuerdo al 

método descrito por Kuskoski et al., (2004). El ABTS•+  es un radical con un nitrógeno 

central que presenta un color característico azul-verde, cuando este catión radical es 

reducido por una antioxidante a la forma no radical, presenta una pérdida de color. 

 

Se preparó una solución de ABTS•+  7 mM con persulfato de potasio 2.45 mM, se incubó 

16 horas en refrigeración protegido de la luz. Transcurrido el tiempo, se realizó una 

prueba de dilución en agua destilada hasta obtener una absorbancia de 0.7±0.1. La 

dilución que se utilizó fue 1/15 (16.6 mL de ABTS•+ a 250 mL de agua). Para la técnica 

se tomaron 20 µL de cada extracto y 980 µL de la dilución de ABTS•+, se dejó reposar 7 

min y posteriormente se realizó la lectura espectrofotométrica a 754 nm en el lector de 

microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KCjunior, USA). Se utilizó una curva 

estándar (Anexo) para la cual se preparó una solución con 0.375 mg de TROLOX en 5 

mL de etanol. A partir de esta solución se realizaron las siguientes diluciones: 0, 15, 30, 

45, 60, 120, 180, 240, 255, 270, 285 y 300 µmol ET/L de ABTS y se aplicó el método 

antes descrito. La actividad antioxidante se expresó como micromoles equivalentes de 

TROLOX por litro (µmol ET/L). También se utilizó una curva estándar de ácido 

ascórbico (Anexo) con una solución de 3 mg de ácido ascórbico en 10mL de agua. A 

partir de esta solución se hicieron las siguientes diluciones: 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 mg 

EAA/L. La actividad antioxidante se expresó como miligramos equivalentes de ácido 

ascórbico por litro (mg EAA/L). 

 

7.8.1.3 Ensayo DPPH• 

 

La actividad antioxidante en base al radical DPPH• se evaluó de acuerdo al 

procedimiento reportado por Morales y Jiménez-Pérez (2001). El reactivo DPPH• es un 
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radical libre estable, que en solución etanólica presenta una coloración violeta. Si se 

adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar radicales libres el electrón 

no apareado del DPPH• se aparea, e inmediatamente se presenta una decoloración de 

la solución que puede llegar al amarillo en razón del número de electrones apareados. 

 

La técnica se realizó preparando una solución con 7.5 mg de DPPH• en 100 mL de 

etanol, posteriormente en un vial se colocaron 100 µL de cada extracto y 500 µL de la 

solución de DPPH•, se agitaron en vortex y se dejaron reposar durante una hora. 

Transcurrido el tiempo, se midió la absorbancia a 520 nm usando un lector de 

microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KCjunior, USA). Se utilizó una curva 

estándar de TROLOX (Anexo) con las siguientes concentraciones de TROLOX: 0. 50, 

100, 200 y 300 µmol ET/L aplicando la técnica anteriormente descrita. La actividad 

antioxidante se expresó en micromoles equivalentes de TROLOX por litro (µmol ET/L). 

 

7.8.1.4 Ensayo FRAP 

 

El poder antioxidante de reducción férrica (FRAP) mide la habilidad de un compuesto 

antioxidante para reducir el ion férrico (ferric2, 4,6-tripyridyl-s-triazine [Fe (III)-(TPTZ)2]3) 

a complejo ferroso ([Fe (II)-(TPTZ)2]2) a un pH de 3.6, desarrollando un color azul 

intenso. Se realizó mediante la metodología descrita por Thaipong et al., (2006). 

 

El procedimiento se inició preparando el reactivo de FRAP en una concentración 10:1:1 

con 100 mL de solución amortiguador (0.3 M a pH 3.6), 10 mL de TPTZ (10 mM en 

HCL) y 10 mL de FeCl3 (20 mM en agua). Para realizar la técnica se colocaron en viales 

30 µL del extracto, 90 µL de agua destilada y 900 µL de FRAP, las muestras se pasaron 

por vortex y se dejaron en baño maría a 37 °C durante 10 min., transcurrido este tiempo 

se leyeron las absorbancias en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, 

software KCjunior, USA) a 593 nm. Se utilizó una curva estándar de sulfato ferroso 

(Anexo) con las siguientes concentraciones de Fe (II): 0, 10, 20, 30, 40 y 50 µmol Fe 
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(II)/L aplicando la técnica descrita. La actividad antioxidantes se expresó en micromoles 

de hierro (II) por litro (µmol Fe (II)/L).  

 

7.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Todos los análisis se realizaron por triplicado, excepto el análisis químico proximal, 

calidad microbiológica que fueron por duplicado y estabilidad física por cuadriplicado. 

Los resultados se expresaron como media ± desviación estándar (DE), y se analizaron 

mediante el modelo unidireccional de varianza (ANOVA). Las diferencias entre las 

medias se compararon a lo largo del almacenamiento entre cada muestra y entre las 

muestras a través de sus días, utilizando una prueba Duncan con un nivel de 

significancia de p < 0,05, usando el software IBM SPSS Advanced Statistics para 

Windows, Versión 15.0 (SPSS Inc, EE.UU.).  
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8 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 Análisis químico proximal (AQP) 

 

Los componentes principales de la leche son agua, proteínas, grasa, lactosa y 

minerales, estos componentes pueden ser influenciados por muchos factores, 

incluyendo genética y nutrición (Stokes et al., 2000). La Tabla 8 muestra los valores 

obtenidos de AQP durante los días de almacenamiento de las diferentes muestras 

tratadas. 

 

Tabla 8 - Valores medios (± DE) de análisis químico proximal de leche tratada 

Día 
 Muestras 

 CL U-10 U-15 HU-10 HU-15 HP 

0 

 

Humedad (%) 

Proteína (%) 

Grasa (%) 

Lactosa (%) 

Ceniza (%) 

 

 

87.88 ± 0.17a 

3.34 ± 0.08a 

3.00 ± 0.00a 

5.06 ± 0.12a 

0.73 ± 0.02a 

 

 

87.94 ± 0.30a 

3.33 ± 0.16a 

3.00 ± 0.00a 

5.02 ± 0.18a 

0.72 ± 0.04a 

 

 

87.96 ± 0.35a 

3.31 ± 0.16a 

3.00 ± 0.00a 

5.02 ± 0.23a 

0.72 ± 0.04a 

 

 

88.00 ± 0.01a 

3.30 ± 0.01a 

3.00 ± 0.00a 

5.00 ± 0.01a 

0.71 ± 0.00a 

 

 

88.22 ± 0.00a 

3.32 ± 0.00b 

3.00 ± 0.00a 

4.88 ± 0.00b 

0.69 ± 0.00b 

 

 

87.94 ± 0.08a 

3.32 ± 0.04a 

3.00 ± 0.00a 

5.03 ± 0.06a 

0.72 ± 0.01a 

 

14 

Humedad (%) 

Proteína (%) 

Grasa (%) 

Lactosa (%) 

Ceniza (%) 

90.03 ± 0.06a 

3.52 ± 0.04d 

0.37 ± 0.00d 

5.32 ± 0.04cd 

0.77 ± 0.01d 

89.00 ± 0.19d 

3.91 ± 0.07a 

0.34 ± 0.06d 

5.88 ± 0.09a 

0.87 ± 0.01a 

89.22 ± 0.09cd 

3.73 ± 0.04b 

0.62 ± 0.01b 

5.61 ± 0.06b 

0.83 ± 0.01b 

89.69 ± 0.32ab 

3.61 ± 0.10c 

0.47 ± 0.13c 

5.44 ± 0.14c 

0.80 ± 0.02c 

89.50 ± 0.23bc 

3.49 ± 0.01d 

0.80 ± 0.00a 

5.46 ± 0.28c 

0.76 ± 0.00d 

89.90 ± 0.53ab 

3.47 ± 0.28d 

0.62 ± 0.10b 

5.25 ± 0.40d 

0.77 ± 0.06d 

a-d  Distintos superíndices indican diferencia significativa (p ˂ 0.05) entre tratamientos. CL: Leche Control. U-
10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – 
Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada – 
Pasteurizada 

 

Al analizar las muestras entre días de almacenamiento, en el primer día, la muestra HU-

15 (Leche Homogenizada – Termoultrasonicada – 15 min.), comparada con la muestra 
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control y la pasteurizada mostró el mayor porcentaje de humedad y valores menores en 

proteína, lactosa y cenizas (p < 0.05). Para el día 14 la leche control y la pasteurizada, 

tuvieron mayor porcentaje de humedad significativamente y la muestra U-10 (Leche 

Termoultrasonicada – 10 min.) en proteína, lactosa y cenizas, mientras que el contenido 

de grasa fue mayor en la leche HU-15 (p < 0.05) en comparación con el resto de las 

muestras. 

 

El porcentaje normal de humedad de la leche es de 87.4% (Gutiérrez, 2011) por lo que 

se puede observar que todas las leches se encontraron por arriba de este valor, sobre 

todo las leches termoultrasonicadas, esto pudo deberse a que durante el tiempo de 

aplicación de ultrasonido ocurre una reordenación de macromoléculas, causando 

desnaturalización proteica, lo cual provoca liberación de agua, esto aunado a que la 

producción de algunas reacciones químicas y mayores intensidades de cavitación, 

pueden generan mayor contenido de agua añadida aparente en el medio (Bermúdez-

Aguirre et al., 2009). 

 

La NOM-155-SCFI-2012, describe un 3% mínimo en contenido de proteína y grasa 

mientras quede lactosa 4.3%, por lo que se puede observar que las muestras 

analizadas tuvieron valores dentro de lo establecido. En un estudio realizado por 

Bermúdez-Aguirre et al. (2009) en leche termosonicada (90% amplitud) previamente 

pasteurizada, presentó resultados inferiores en el contenido de proteínas (3.03%) que 

los obtenidos en el presente estudio, ellos lo atribuyen a la desnaturalización de las 

proteínas debido a la pasteurización más el ultrasonido. Lo anterior coincide con lo 

reportado por Serra et al. (2008), donde usaron leche cruda entera aplicando ultra alta 

presión de homogenización (300 MPa), en donde alcanzaron cerca de 90 °C e indican 

que esta temperatura provoca una mayor desnaturalización proteica. 

 

Los datos obtenidos del contenido de minerales son similares con los reportados por 

Mahmood y Usman (2010) en un estudio de diferentes tipos de leche incluida la bovina, 

donde presentan datos entre 0.40 y 0.80% de cenizas. 
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8.2 Propiedades fisicoquímicas 

 

La leche forma un sistema fisicoquímico estable de más de 450 compuestos; esto se 

debe a que todos sus ingredientes se encuentran en equilibrio, estableciendo diversos 

estados de dispersión. Estas propiedades varían de acuerdo con muchos factores, tales 

como raza, edad de la vaca, tipo y frecuencia de la alimentación, estado de lactación, 

temperatura ambiente, enfermedades, época del año, hora del día de la ordeña, etc., 

(CANILEC, 2011). En la Tabla 9 se presentan los valores obtenidos de propiedades 

fisicoquímicas de la leche durante el almacenamiento.  

 

El pH representa la acidez actual o desarrollada de la leche y mide la cantidad de H* 

libres en el medio. Valores normales de pH en leche de vaca oscilan entre 6.4-6.7 

debido a la presencia de caseínas, aniones fosfato citrato (Taverna, 2007). Se puede 

observar que durante sus días de almacenamiento la mayoría de las muestras, tuvieron 

una disminución (p ˂ 0.05) de pH. En cuanto a la comparación entre tratamientos, en el 

día 0 se observó una ligera disminución de pH en las muestras ultrasonicadas, siendo 

la muestra U-10 la que mostró menor pH significativamente en comparación con el 

resto, mientras que la muestra HP tuvo mayor y menor valor (p < 0.05) en el día 7 y 14 

respectivamente, por lo tanto, todas las muestras se encontraron dentro del rango 

normal de pH. 

 

La acidez titulable de la leche está determinada por la acidez natural que incluye 

caseínas, citratos y fosfatos, también está determinada por el ácido láctico y a otros 

ácidos procedentes de la degradación microbiana de la lactosa y de los lípidos en 

leches en vías de alteración (Taverna, 2007). 

 

Se puede observar que durante el almacenamiento todas las muestras presentaron 

altos valores de acidez (p < 0.05) en el último día. Comparando los tratamientos por día 

de almacenamiento, en el día 0 no se observaron diferencias significativas, pero en el 
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día 7, la leche control tuvo mayores valores de acidez y en el día 14 la muestra U-15 

fue menor significativamente en comparación con las demás muestras. El porcentaje 

normal de ácido láctico en leche de acuerdo a la NOM-155-SCFI-2012, oscila entre 0.13 

y 0.17%, por lo que todas las muestras presentaron valores por arriba de lo 

recomendado. 

 

Tabla 9 - Valores promedio (± DE) de las propiedades fisicoquímicas de las muestras 

Muestras Día pH 
AT 

% 

Densidad 

g/mL 

ST 

% 

SNG 

% 

CL 

0 6.73 ± 0.03ax 0.21 ± 0.05cx 1.032 ± 0.00cx 11.69 ± 0.34ax 8.69 ± 0.34cx 

7 5.90 ± 0.00bz 0.39 ± 0.04bx 1.035 ± 0.00by 12.51 ± 0.32ay 9.51 ± 0.33bx 

14 5.18 ± 0.02cy 0.68 ± 0.07ax 1.037 ± 0.00ax 12.96 ± 0.43ax 9.97 ± 0.64ax 

U-10 

0 6.67 ± 0.06ay 0.20 ± 0.04bx 1.032 ± 0.00cx 11.63 ± 0.43bx 8.64 ± 0.43cx 

7 6.29 ± 0.09by 0.23 ± 0.03bz 1.037 ± 0.00bx 12.79 ± 0.09ax 9.80 ± 0.10bx 

14 5.22 ± 0.03cy 0.66 ± 0.07ax 1.038 ± 0.00ax 13.20 ± 0.15abx 10.20 ± 0.15ax 

U-15 

0 6.71 ± 0.06axy 0.19 ± 0.04cx 1.032 ± 0.00bx 11.64 ± 0.47bx 8.64 ± 0.47bx 

7 6.30 ± 0.09by 0.28 ± 0.02by 1.036 ± 0.00axy 12.73 ± 0.11ax 9.73 ± 0.11ax 

14 6.27 ± 0.03bv 0.31 ± 0.02ay 1.037 ± 0.00ax 13.03 ± 0.50abx 10.04 ± 0.50ax 

HU-10 

0 6.70 ± 0.03axy 0.20 ± 0.05cx 1.032 ± 0.00cx 11.67 ± 0.54bx 8.67 ± 0.54cx 

7 6.42 ± 0.03bx 0.24 ± 0.02bz 1.036 ± 0.00bxy 12.75 ± 0.10ax 9.75 ± 0.10bx 

14 5.54 ± 0.04cx 0.66 ± 0.03ax 1.038 ± 0.00ax 13.23 ± 0.25abx 10.23 ± 0.25ax 

HU-15 

0 6.70 ± 0.06axy 0.20 ± 0.05cx 1.032 ± 0.00cx 11.62 ± 0.40bx 8.63 ± 0.41cx 

7 6.41 ± 0.06bx 0.25 ± 0.00bz 1.036 ± 0.00bxy 12.66 ± 0.16axy 9.67 ± 0.16bxy 

14 5.69 ± 0.09cw 0.63 ± 0.05ax 1.038 ± 0.00ax 13.13 ± 0.33abx 10.14 ± 0.33ax 

HP 

0 6.74 ± 0.06ax 0.20 ± 0.05bx 1.032 ± 0.00cx 11.59 ± 0.40bx 8.60 ± 0.40cx 

7 6.71 ± 0.01aw 0.23 ± 0.02bz 1.036 ± 0.00bxy 12.66 ± 0.23axy 9.66 ± 0.23bxy 

14 5.05 ± 0.05bz 0.63 ± 0.07ax 1.037 ± 0.00ax 13.05 ± 0.28abx 10.05 ± 0.29ax 

AT: acidez titulable, ST: sólidos totales, SNG: sólidos no grasos. CL: Leche Control. U-10: 
Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – 
Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada 
– Pasteurizada. a-c Distintos superíndices indican diferencia significativas (p ˂ 0.05) en un mismo 
tratamiento entre los días de almacenamiento; u-z Distintas superíndices indican diferencia significativa (p 
˂ 0.05) entre tratamientos de un mismo día. 
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Estudios reportan la relación entre la disminución de pH y el aumento de acidez debido 

a crecimiento de microorganismos (Taverna, 2007), los cuales son responsables de la 

producción de ácido láctico y por ende la alteración de dichos parámetros (Walstra et 

al., 2006). Esto coincide con la Figura 9 donde a lo largo del almacenamiento se 

observó un aumento en el conteo microbiano.  

 

Los resultados de acidez en la muestra control pueden deberse a factores como la 

lipólisis, por acción enzimática sobre los triglicéridos (Walstra et al., 2006). Mientras que 

los resultados en las muestras tratadas por termoultrasonido, pudiesen ser atribuidos a 

que después de la aplicación del tratamiento se aumenta la liberación de ácidos grasos 

al medio, así como la formación de compuestos como nitritos, peróxido de hidrógeno y 

nitrato (Bermúdez‐Aguirre et al., 2009). 

 

Un estudio reportado por Bermúdez‐Aguirre et al. (2009) en leche sonicada mostró que 

las leches que fueron sometidas a este tratamiento tuvieron pH más bajo comparadas 

con la leche control y la pasteurizada, este fenómeno lo atribuyen a la cavitación 

generada durante el tratamiento, la cual produjo hidrolisis de ésteres (Walstra et al., 

2006). Por otro lado, un estudio en leche UHT almacenada a diferentes temperaturas 

por 180 días, también reportó una disminución de pH que dependió de los días de 

almacenamiento, lo cual tuvo un efecto significativo y directamente proporcional en el 

aumento de la acidez (Aldubhany et al., 2014). 

 

En los valores obtenidos de densidad durante el almacenamiento se puede observar 

(Tabla 9) que hubo un aumento significativo para el día 14, excepto por la muestra U-

15. En la comparación de los tratamientos durante el almacenamiento no hubo 

diferencia en el primer y último día, siendo en el día 7 donde la muestra U-10 presentó 

la más alta densidad (p ˂ 0.05) que las otras leches. De acuerdo al NMX-F-700-

COFOCALEC-2012, la densidad de la leche de vaca debe encontrarse entre 1.0295 

g/mL y 1.035 g/mL, por lo que se puede apreciar que todas las muestras se encontraron 

dentro del nivel aceptado.  
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El porcentaje de sólidos totales de cada tratamiento durante el almacenamiento, 

presento un aumento significativo en los días 7 y 14, excepto en la muestra control. 

Comparando cada tratamiento por día de almacenamiento no se encontraron 

diferencias (p < 0.05) entre las leches en el día 0 y 14, fue en el día 7 donde la muestra 

control presentó un porcentaje de sólidos totales significativamente más bajo. El 

porcentaje promedio de ST debe ser mayor de 12.5% y están representados por la 

grasa en emulsión, las proteínas en suspensión coloidal, lactosa, vitaminas, sales y 

otros componentes en solución (FAO/WHO, 2007) por lo que se puede observar que 

todas las muestras en este estudio tuvieron valores dentro del parámetro permitido.  

 

Los sólidos no grasos incluyen todos los componentes de la leche a excepción de la 

grasa (Meyer, 2014). Los resultados de SNG durante el almacenamiento expresan que 

todas las muestras presentaron un aumento significativo en el día 14 con, excepto la 

leche U-15, la cual mantuvo los valores más altos en el día 7 y 14. En cuanto a cada 

tratamiento por día de almacenamiento, no se presentaron diferencias significativas 

entre las muestras. El porcentaje de SNG en leche de vaca debe de encontrarse en un 

rango de 6.45-11.70% (Villafuerte, 2016), como se puede observar, todas las muestras 

analizadas estuvieron dentro de los límites permitidos. 

El aumento de densidad en el último día de almacenamiento, puede deberse a que con 

el tiempo se aumentan los SNG, por lo que, a mayor concentración de estos, mayor 

será la densidad (Villafuerte, 2016). En cuanto a los ST el factor que tiene más 

influencia es la grasa (García y Panadero, 2012), ya que durante la homogenización 

causada por las ondas ultrasónicas, ocurre una reagrupación de los componentes que 

altera los glóbulos de grasa creando microestructuras, que provocan una disminución 

aparente de la grasa en las leches sonicadas (Bermúdez‐Aguirre et al., 2009). Por otro 

lado, los valores obtenidos son comparables con lo reportado por Hassan et al,. 2009 

en leche UHT almacenada durante doce semanas, donde los SNG se encontraron en 

un rango de 8.55-8.85%. El aumento de SNG durante el almacenamiento se debe a la 

relación que existe entre estos y la variación del contenido de proteína de la leche 
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(Villafuerte, 2016). Esto concuerda con los resultados de la composición química 

proximal (Tabla 9) donde la proteína aumentó en el día 14. 

 

8.2.1 Estabilidad 

 

El índice de estabilidad se evaluó mediante la determinación del porcentaje de 

partículas sedimentadas (% p/p) después de llevar a cabo una centrifugación. Los 

resultados de dicha prueba se muestran en la Figura 7. 

 

Donde se puede observar que a lo largo de su almacenamiento, los datos mayores (p < 

0.05) se encontraron en su mayoría en el día 14, y los menores, en el primer día. 

Comparando los diferentes tratamientos entre días de almacenamiento, la muestra U-15 

(Leche Termoultrasonicada – 15 min.) presentó un menor porcentaje (p < 0.05) de 

partículas sedimentadas a lo largo de los días, mientras que la leche control obtuvo 

porcentajes que se duplicaron para el día 14 (4.15 ± 0.29 a 9.54 ± 0.28%) un 

comportamiento similar se observa en la muestra pasteurizada, donde el parámetro 

evaluado triplicó su porcentaje para el mismo día (3.63 ± 0.41 a 10.49 ± 0.29%). Datos 

altos de este parámetro indican una baja estabilidad como consecuencia de la 

sedimentación de las partículas (Cruz et al., 2007), por lo tanto la leche U-15 tuvo una 

mejor estabilidad a lo largo del almacenamiento en comparación con el resto de las 

muestras, esto puede atribuirse a la aplicación misma del ultrasonido ya que estudios 

reportan que dicha tecnología pudo haber reducido la sedimentación al fragmentar las 

moléculas en partículas más pequeñas, debido al alto efecto de cizallamiento producido 

durante la cavitación (Seshadri et al., 2003). 
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8.2.2 Fosfatasa alcalina 

 

En este estudio se realizó la prueba rápida de fosfatasa alcalina en el día 0 y 7, esta 

prueba indica la inactivación de esta enzima así como de microorganismos patógenos. 

En la Figura 9, se puede observar que la muestra control y las tratadas con 

termoultrasonido, dieron positivo a la prueba en ambos días. Por el contrario, la leche 

pasteurizada y la muestra tratada a 85 °C (control negativo), dieron resultado negativo a 

la prueba, esto indica que la pasteurización se realizó de manera adecuada, ya que 

esta enzima se utiliza como indicador de una pasteurización efectiva en la leche (INEN, 

1973).  

Figura 7 - Índice de estabilidad de las diferentes muestras analizadas durante el almacenamiento a 
4 °C. CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. 
HU-10: Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 minutos. HU-15: Homogenizada – 
Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada – Pasteurizada. a-c Letras diferentes indican 
diferencia significativas (p ˂ 0.05) de un mismo tratamiento entre los días de almacenamiento; u-z 

Letras diferentes indican diferencia significativa (p ˂ 0.05) entre tratamientos de un mismo día. % 
p/p: Porcentaje de sólidos precipitados. 
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Figura 8 – Prueba de fosfatasa alcalina en los días 0 y 7 de almacenamiento. Control 
negativo: Leche con tratamiento previo a 85 °C/2 s. CL: Leche Control. U-10: 
Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – 
Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: 
Homogenizada – Pasteurizada. 

 

 

 

 

Los resultados positivos en las muestras ultrasonicadas, pudieron deberse a las 

condiciones de temperatura y amplitud usadas, ya que se ha reportado que la fosfatasa 

puede inactivarse con una temperatura de 56 °C durante 30 min (Rankin et al., 2010), y 
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la temperatura máxima de salida que se alcanzó en las muestras fue ligeramente 

menor, con 55.5 °C durante 15 min (Tabla 7), sin embargo cabe resaltar que estas 

condiciones de tratamiento, presentaron una reducción de la carga microbiana similar a 

la pasteurización (Figura 9) pero mayor en AFM1 (Figura 10).  

 

No existen reportes de inactivación de esta enzima por ultrasonido, sin embargo 

estudios en alta presión en condiciones de 400 a 800 MPa, a temperaturas en un rango 

de 5 a 40 °C, lograron inactivarla (Rademacher y Hinrichs, 2006); así como también por 

alta presión de homogenización esto debido a las fuerzas mecánicas, el corte, la 

cavitación y el impacto (Picart et. al., 2006). 

 

8.2.3 Color 

 

El color es un atributo de calidad importante en la industria de los alimentos, e influye 

en la aceptación por parte de los consumidores (Pingret et al., 2013). Este se rige por 

cambios químicos, bioquímicos, microbianos y físicos, que ocurren durante el 

procesamiento y almacenamiento de los alimentos (Pathare et al., 2013). En la Tabla 10 

se observa que la luminosidad (L*) de las muestras aumentó significativamente durante 

el periodo de almacenamiento. Comparando los tratamientos por día de 

almacenamiento, en el día 0 y 7 las muestras pasteurizada y HU-10 tuvieron mayor 

luminosidad respectivamente, mientras que esta última y la U-10 fueron mayores (p < 

0.05) para el día 14. 

 

En la coordenada a* (eje del verde(–) al rojo(+)), se detectó una contribución negativa y 

un aumento significativo a lo largo de los días, a excepción de la leche pasteurizada. En 

los tratamientos entre sus días de almacenamiento, se puede observar que en el primer 

y último la muestra HP día fue menor, y en el día 7 mayor (p < 0.05) respecto al resto. 

 

En los resultados de la coordenada b*(eje azul(-) al amarillo(+)) durante el 

almacenamiento, todas las leches tuvieron un aumento en el último día, excepto la 
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muestra HP. Comparando los tratamientos por día de almacenamiento, en el día 0 y 7 

la muestra HU-10 fue mayor (p < 0.05) y en el último día fue la muestra control.  

 

El nivel de saturación se expresa con los valores de cromaticidad (C) donde a lo largo 

del almacenamiento, los valores más altos se encontraron en el día 0. En cuanto a los 

tratamientos por día de almacenamiento, en el primer y último día la leche U-10 y 

control fueron mayores (p ˂ 0.05) respectivamente, mientras que en el día 7 no se 

presentaron diferencias significativas, a excepción de la leche HP que tuvo una menor 

saturación. 

 

Se puede observar que durante el almacenamiento todos los tratamientos presentaron 

valores negativos de tonalidad (hue, °h). En cuanto a las muestras por día de 

almacenamiento, en el primer y último día la leche HP tuvo mayor y menor tonalidad (p 

< 0.05) respectivamente, mientras que en el día 7 la U-10 fue mayor. 

 

Durante el almacenamiento, la diferencia de color (∆E) con la leche pasteurizada fue 

menor en el día 7, mientras que con la muestra control fue en el día 0. Comparando los 

tratamientos por día de almacenamiento, la muestra U-10 y HU-15 presentaron un color 

más parecido (p < 0.05) con la muestra HP, mientras que la HU-10 lo tuvo con la leche 

control. Según la norma ISO 12647-2 que clasifica el umbral de tolerancia para ∆E, 

establece que valores < 3 indican diferencia de color apenas perceptible, mientras que 

valores de ∆E > 5 indican diferencia de color evidente, por lo tanto se puede observar 

que en el día 0 todas las muestras termoultrasonicadas comparado con la muestra 

control, tuvieron una diferencia de color apenas perceptible (< 1.74), mientras que con 

la muestra pasteurizada la diferencia fue > 3, sin embargo estos valores se encuentran 

dentro del parámetro normal según esta escala. 

 

En relación a la disminución de la luminosidad durante el almacenamiento en la leche 

pasteurizada, esta puede deberse a la reacción de Maillard producida durante el 

procesamiento de la muestra, ya que al reaccionar el grupo aldehído de la lactosa con 

el grupo ɛ-amino de los residuos lisilo de las proteínas se generan productos 
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pigmentados marrones como pirazinas y melanoidinas, dichos productos pueden seguir 

desarrollándose durante el almacenamiento (Gaucher et al., 2008). Además la 

luminosidad pudiese ser afectada por la separación del suero y al crecimiento de 

bacterias durante el almacenamiento (Bermúdez-Aguirre et al., 2009). Mientras que en 

las leche termoultrasonicadas el aumento de luminosidad, pudo deberse a la reducción 

del tamaño del glóbulo de grasa causada por la homogenización producida por el 

fenómeno de cavitación (Bermúdez-Aguirre et al., 2009), esto permite una mejor 

refracción de la luz a través de la muestra (Pereda et al., 2007). Caso contrario ocurrió 

en la leche control, la cual al no ser sometida a homogenización, presento color más 

amarillo, reflejado en los parámetros de b*.  
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Tabla 10 - Valores promedio (± DE) de los parámetros y diferencia de color durante el almacenamiento 

 Día 
Muestras 

CL U-10 U-15 HU-10 HU-15 HP 

L* 

0 

7 

14 

63.02 ± 0.50bz 

62.54 ± 0.66bz 

70.53 ± 1.25aw 

62.53 ± 1.02cz 

67.80 ± 0.51by 

71.38 ± 0.42av 

64.04 ± 0.79cy 

69.73 ± 0.24ax 

68.04 ± 0.20bx 

62.61 ± 1.29cz 

71.50 ± 0.16aw 

71.38 ± 0.40av 

63.34 ± 1.29cyz 

69.44 ± 0.26ax 

66.98 ± 0.25by 

66.61 ± 0.66bx 

67.97 ± 0.50ay 

62.76 ± 0.27cz 

a* 

0 

7 

14 

-3.56 ± 0.04bx 

-4.52 ± 0.23by 

-2.42 ± 1.91ax 

-3.63 ± 0.27axy 

-4.85 ± 0.03bz 

-3.67 ± 0.08ay 

-3.65 ± 0.27bxy 

-4.55 ± 0.03cy 

-3.23 ± 0.02ay 

-3.58 ± 0.25bxy 

-4.61 ± 0.02cyz 

-3.35 ± 0.06ay 

-3.75 ± 0.00by 

-4.58 ± 0.06cy 

-2.95 ± 0.03axy 

-4.06 ± 0.06az 

-3.86 ± 0.54ax 

-4.50 ± 0.03bz 

b* 

0 

7 

14 

5.46 ± 0.20ay 

1.23 ± 0.05cy 

4.88 ± 0.15bu 

6.12 ± 0.29ay 

0.23 ± 0.16cz 

2.84 ± 0.05bx 

5.41 ± 0.12ay 

1.30 ± 0.07cy 

3.36 ± 0.05bw 

5.72 ± 0.15ax 

1.60 ± 0.25cw 

2.56 ± 0.08by 

4.81 ± 0.32az 

1.43 ± 0.09cx 

3.89 ± 0.07bv 

4.67 ± 0.37az 

1.74 ± 0.05bv 

1.81 ± 0.12bz 

C 

0 

7 

14 

6.50 ± 0.19ay 

4.69 ± 0.21cx 

5.74 ± 0.13bw 

7.13 ± 0.13aw 

4.85 ± 0.04bx 

4.64 ± 0.06cy 

6.54 ± 0.14ay 

4.73 ± 0.02bx 

4.66 ± 0.04by 

6.75 ± 0.21ax 

4.89 ± 0.09bx 

4.22 ± 0.05cz 

6.10 ± 0.28az 

4.80 ± 0.04bx 

4.89 ± 0.06bx 

6.19 ± 0.31az 

4.24 ± 0.50cy 

4.85 ± 0.05bx 

°h 

0 

7 

14 

-57.07 ± 0.86by 

-15.35 ± 1.25aw 

-58.26 ± 1.53by 

-59.28 ± 3.07cz 

-2.73 ± 1.96av 

-37.81 ± 0.84bxy 

-56.04 ± 2.3cy 

-15.96 ± 0.89awx 

-46.05 ± 0.50by 

-57.95 ± 1.80cyz 

-19.06 ± 2.76ay 

-37.46 ± 1.26bxy 

-51.94 ± 1.62bx 

-17.42 ± 1.28axy 

-52.79 ± 0.59by 

-48.87 ± 1.91cw 

-24.63 ± 3.18bz 

-21.87 ± 1.30ax 

∆E 

0 

7 

14 

3.33 ± 0.13cy 

4.96 ± 0.35bw 

8.81 ± 0.33aw 

3.71 ± 0.45bx 

1.71 ± 0.05cz 

8.61 ± 0.14awy 

3.22 ± 0.27byz 

2.11 ± 0.11cy 

5.59 ± 0.19ay 

3.03 ± 0.33cz 

3.58 ± 0.21bx 

8.57 ± 0.31ax 

3.61 ± 0.26bx 

1.73 ± 0.10cz 

5.10 ± 0.14az 

- 

- 

- 

∆E 

0 

7 

14 

- 

- 

- 

1.74 ± 0.18cx 

5.44 ± 0.21ay 

2.37 ± 0.19bz 

0.80 ± 0.13cy 

7.40 ± 0.36aw 

3.62 ± 0.16bx 

0.40 ± 0.03cz 

8.73 ± 0.24av 

3.22 ± 0.26by 

0.40 ± 0.16cy 

6.77 ± 0.22ax 

4.27 ± 0.14bw 

3.27 ± 0.08cw 

4.39 ± 0.17bz 

9.08 ± 0.20av 

CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: 
Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada – Pasteurizada. a-c Distintos superíndices en la misma columna indican diferencia significativas (p ˂ 
0.05) en un mismo tratamiento entre los días de almacenamiento; v-z Distintos superíndices en la misma línea indican diferencia significativa (p ˂ 0.05) entre 
tratamientos de un mismo día. 
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8.3 CALIDAD MICROBIOLÓGICA 

8.3.1 Mesófilos aerobios y enterobacterias 

 

La pasteurización convencional y la esterilización, son métodos mayormente utilizados 

para reducir microorganismos en los productos alimenticios (Lee et al., 2009). Sin 

embargo, estos métodos térmicos afectan adversamente la calidad sensorial y el valor 

nutricional de los alimentos (Knorr, 1993). 

 

A largo del almacenamiento, en el crecimiento de las bacterias mesófilas (Figura 9A) se 

observó un aumento en el día 7 en la leche control y pasteurizada y para el último día 

todas las muestras tuvieron el mismo comportamiento a excepción de la control. En el 

análisis de los diferentes tratamientos los menores valores en los días 1, 7 y 14 se 

aprecian en las muestras HP, HU-15 y U-15 con 2.50 ± 0.00, 2.45 ± 0.08 y 4.79 ± 0.02 

Log UFC/mL respectivamente, comparadas con el resto. La NOM-243-SSA1-2010 en el 

conteo de mesófilos aerobios para leche cruda de vaca, indica un valor permisible ≤ 

100,000 UFC/mL (5 Log UFC/mL), por lo tanto todas las muestras a excepción de la CL 

(5.47 ± 0.14 Log UFC/mL) y la HU-10 (5.17 ± 0.21 Log UFC/mL), se encontraron dentro 

de lo establecido por dicha norma. En un estudio realizado en leche pasteurizada por 

Elrahman et al., (2015), en el conteo total de bacterias se encontraron valores inferiores 

(2.53 ± 0.05 Log UFC/mL) comparados con los obtenidos en este estudio, a excepción 

de la leche HP que mostró 2.45 ± 0.08 Log UFC/mL. 

 

El conteo de enterobacterias presentes en leche debe ser < 20 UFC/mL (1 Log 

UFC/mL) de acuerdo a la NOM-243-SSA1-2010, en la Figura 9B se observa que la 

muestra HU-15 y la pasteurizada fueron las únicas que mostraron valores de acuerdo 

con lo señalado. A lo largo del almacenamiento todas las muestras aumentaron su 

conteo para el último día, siendo la leche control la que mostró los valores más altos.  
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Figura 9 – Contenido de mesófilos aerobios (A) y enterobacterias (B) de las diferentes muestras 
analizadas durante el almacenamiento a 4 °C. Log UFC/mL: Logaritmo de unidades formadoras de 
colonias/ mililitro. CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 
15 min. HU-10: Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – 
Termoultrasonicada – 15 min. HP: Homogenizada – Pasteurizada. 

 

  

 

 

 



 

52 

Tania Atzimba Hernández Falcón y Araceli Monter Arciniega 

En la comparación de los diferentes tratamientos la leche HP tuvo contenido nulo en el 

primer día y contenido menor en el día 14 con 3.41 ± 0.06 Log UFC/mL, mientras que 

en el día 7 la leche U-15 (2.13 ± 0.08 Log UFC/mL) presentó menor valor respecto a la 

muestra CL y el resto de las muestras termoultrasonicadas. Un comportamiento similar 

al de la muestra HU-15 concuerda con el estudio de Ordoñez et al., (1987) donde 

combinaron ultrasonido y temperatura (5-62 °C) para lisis bacteriana, ellos encontraron 

que dicha combinación es significativamente más eficaz en la eliminación de bacterias. 

 

La disminución de la carga microbiana de las muestras termoultrasonicadas, en 

especial la HU-15, pudo deberse a que los cambios de presión generados por las ondas 

ultrasónicas de la cavitación, son responsables de la muerte bacteriana (Piyasena et al., 

2003). Además puede ser consecuencia del tiempo y la temperatura de salida (15 min a 

55.5 °C) durante el procesamiento (Tabla 7), ya que de acuerdo a la USDA (2000) los 

factores que influyen en la lisis microbiana son, el tiempo de exposición/contacto, 

temperatura del tratamiento y la amplitud de las ondas ultrasónicas, además con una 

mayor amplitud, se genera una inactivación total y escasa posibilidad de recuperación 

celular después del tratamiento. 

 

Las variaciones observadas a lo largo del almacenamiento (disminución, aumento de 

UFC) en las leches termoultrasonicadas, pueden atribuirse a la permeabilización 

reversible de las membranas de los microorganismos (Pitt y Ross., 2003). El uso del 

ultrasonido puede ocasionar la ruptura de las paredes celulares, y por tanto, la 

liberación de sus contenidos (Mason et al., 1996), haciéndolo disponible para el 

crecimiento de las bacterias (Cheng et al., 2007 y Yang et al., 2008). De esta manera, la 

respiración de los microrganismo y la biosíntesis de carbohidratos, lípidos y proteínas 

pudieran recuperarse, y permitir la regeneración de la membrana celular, así como la 

fisiología y la integridad estructural de las bacterias (Fernandez, 2000). 
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8.3.2 Aflatoxinas 

 

La AFM1 es un metabolito hidroxilado de la AFB1 que se puede encontrar en la leche de 

animales que son alimentados con maíz u otros cereales contaminados con AFB1 

(Chen et al., 2011). 

El análisis de concentración de AFM1 se muestra en la Figura 10, donde se aprecia que 

en todas las muestras aumentó la concentración para el último día de almacenamiento, 

a excepción de la leche HU-15 que se redujo de 9,408.88 ± 134.37 a 4,506.47 ± 168.67 

EAFM1 pg/L. En la comparación entre tratamientos, en el primer día, la leche U-10 con 

149.99 ± 4.99 EAFM1 pg/L mostró el menor contenido significativamente en 

comparación con el resto, mientras que la U-15 presentó menor concentración de AFM1 

con -1,985.41 ± 81.96 y 2,607.88 ± 54.55 EAFM1 pg/L en los días 7 y 14 

respectivamente. Caso contrario se observa en la leche control, la cual mantuvo la 

mayor concentración significativamente en los días 0, 7 y 14 con 12,035.91 ± 200.43, 

12,682.44 ± 83.84 y 12,844.94 ± 53.14 EAFM1 pg/L, respectivamente. La NMX-F-700-

COFOCALEC-2012 indica un valor máximo permisible de AFM1 en leche cruda de 0.5 

µg/L (500,000 pg/L) por lo tanto, ninguna de las muestras analizadas supera dicho 

valor. Sin embargo, la tendencia de la muestra HU-15 es más estable durante el 

almacenamiento que el de la leche U-15, la cual tiende a aumentar la concentración de 

AFM1 después del día 14 de almacenamiento.  

 

La AFM1 es estable en procesos de pasteurización y esterilización (Iha et al., 2013), 

donde la contaminación original permanece prácticamente inalterada después del 

tratamiento (Tabari et al., 2013), se pudo observar que la leche pasteurizada no siguió 

el mismo comportamiento ya que a lo largo del almacenamiento presentó variabilidad 

en la concentración de AF.  
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Por otro lado la disminución general observada en las leches termoultrasonicadas, se 

puede atribuir al mecanismo de implosión del ultrasonido, que afecta la estructura de 

las células y compuestos en el micro entorno (Robles-Ozuna y Ochoa-Martínez., 2012), 

tal pudo ser el caso de las AF, que a pesar de ser estables al calor, pudieron haber sido 

dañadas por el efecto de la cavitación y el cizallamiento (Fernándes et al., 2012). No 

existen antecedentes de AFM1 en leche por ultrasonido, sin embargo, en un estudio 

realizado por Mohammad et al., (2015) con ultrasonido en AFB1, reportaron una 

reducción del 42%, indicando que la disminución de esta AF en alimentos puede ser 

menor, ya que influyen las características propias de cada alimento. La prueba 

empleada en el análisis que se realizó solo mide la AFM1 libre en el medio, pero no la 

que podría estar ligada a otros compuestos como las proteínas, las cuales 

posiblemente pudieron haber sido degradadas durante el almacenamiento por los 

Figura 10 – Análisis del contenido de aflatoxina M1 de las diferentes muestras analizadas durante el 
almacenamiento a 4 °C. EAFM1 pg/L: equivalentes de aflatoxinas M1 picogramo/litro. CL: Leche 
Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: 
Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 
min. HP: Homogenizada – Pasteurizada. 
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microorganismos presentes en las muestras, ya que se reflejó un incremento en ambos. 

Sin embargo, para confirmar si realmente es debido a lo anterior, se requiere un análisis 

más profundo sobre este efecto. 

 

8.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

 

Los antioxidantes en la leche son de gran importancia ya que impiden la peroxidación 

lipídica y mantienen su calidad, estos compuestos se encuentran principalmente en la 

caseína y en el suero (Lindmark-Mansson y Akesson., 2000).  

 

8.4.1 Compuestos fenólicos totales 

 

Los compuestos fenólicos tienen actividad antioxidante y pueden encontrarse en 

alimentos de origen vegetal y animal (Vinson et al., 2001). En la Figura 11 se puede 

observar que durante los días de almacenamiento el contenido fenólico total en el día 0 

fue significativamente más alto con un parámetro entre 44.26-56.66 mg EAG/L respecto 

a los demás días. Comparando los tratamientos entre días de almacenamiento, la 

muestra CL tuvo el contenido más bajo (p < 0.05) en el día 7 y 14 con 6.78 y 20.15 mg 

EAG/L respectivamente, mientras que el tratamiento HU-10 (Leche Homogenizada – 

Termoultrasonicada – 10 min.) en el día 7 y HU-15 en el día 14 tuvieron mayor 

contenido significativamente que la leche control y las demás muestras tratadas con 

29.93 ± 1.41 y 56.66 ± 1.58 mg EAG/L, respectivamente.  

 

En un estudio realizado por Dande y Manchala (2011) en leche, obtuvieron un 

contenido de fenoles de 3.4 ± 0.4 mg EAG/100 g, los cuales fueron mayores a los 

obtenidos en la muestra control (44.26 ± 1.60 mg EAG/L). O’Connel y Fox (2001) 

atribuyen esta diferencia en gran medida a la región, el estado de lactación, la 

alimentación de la vaca e incluso al catabolismo de aminoácidos. El alto contenido de 

fenoles en las leches termoultrasonicadas en el día 0, pudo deberse a la liberación de 

ácidos fenólicos por acción de la cavitación durante el tratamiento (Chen et al., 2007) y 
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su incremento en el último día podría atribuirse a que durante el almacenamiento, los 

microrganismos produjeron  una ligera fermentación de los aminoácidos aromáticos 

(tirosina, fenilalanina y triptófano) a partir de reacciones de desaminación, 

transaminación, descarboxilación y deshidrogenación, causando la liberación de su 

grupo fenol (Smith y Macfarlane, 1996).  

 

 

 

 

8.4.2 Actividad antioxidante por ABTS•+ 

 

La actividad antioxidante mediante la medición del radical ABTS se utiliza con 

frecuencia por la industria alimentaria y la investigación agrícola, ya que mide la 

Figura 11 - Contenido de fenoles totales de las diferentes muestras entre los días de almacenamiento. 
CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: 
Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. 
HP: Homogenizada – Pasteurizada. a-c Distintos superíndices indican diferencia significativas (p ˂ 0.05) 
entre días; x-z Distintos superíndices indican diferencia significativa (p ˂ 0.05) entre tratamientos. mg 
EAG/L: Miligramos equivalentes de ácido gálico por litro. 



 

57 

Tania Atzimba Hernández Falcón y Araceli Monter Arciniega 

capacidad de sustancias puras, para atrapar radicales libres mediante la donación de 

átomos de hidrógeno o electrones (Coria et al., 2011).Una de las formas más 

convenientes para expresar la capacidad antiradical es la utilizada por ABTS/EAA, ya 

que el ácido ascórbico o vitamina C es una de las principales sustancias responsables 

de la actividad antioxidante (Kim et al., 2002). 

 

Los resultados de ABTS/ET se observan en la Figura 12A, donde a lo largo de los días 

de almacenamiento la mayoría de las muestras fueron significativamente mayores en el 

primer día comparado con el resto. En cuanto a los tratamientos aplicados por días de 

almacenamiento, en los días 0 y 7 la leche pasteurizada se encontró con el mayor 

contenido (p < 0.05) que la leche control y las termoultrasonicadas con 78,762.83 ± 

38.21 y 1,213.75 ± 70.40 µmol ET/L, respectivamente, para el último día la leche control 

tuvo mayor actividad antioxidante (1,508.18 ± 102.26 µmol ET/L), respecto a las demás 

muestras. Resultados inferiores (2,241 µmol ET/L) se encontraron en leche no 

pasteurizada (Chen et al., 2003) comparados con las leche U-10, HU-10 y HP. 

 

En la Figura 12B se presentan los resultados de ABTS/EAA, donde durante el 

almacenamiento, hubo un aumento significativo en todas las leches a través de los 

días. Comparando los tratamientos entre días de almacenamiento, en el primer día solo 

se detectó actividad antioxidante en la HU-10 con 3.10 ± 0.45 mg EAA/L, mientras que 

en el día 7 y 14 la leche U-15 mostró los valores más altos significativamente (504.40 ± 

36.29 y 1,054.04 ± 37.28mg EAA/L, respectivamente) en comparación con la leche 

control y las tratadas. La actividad antioxidante observada en las leches 

termoultrasonicadas, pudo deberse a que el ultrasonido causa irrupción de las paredes 

celulares biológicas facilitando la liberación de contenidos, entre ellos pudieran 

encontrarse la vitamina E en forma de α-tocoferol que confiere capacidad antioxidante, 

esto de acuerdo a Karmowski et al., (2015) que reportan la presencia de dicho 

compuesto en crema y leche de vaca. 
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Figura 12 - Actividad antioxidante por ABTS/ET (A) y ABTS/EAA (B) de las diferentes muestras 
analizadas durante el almacenamiento a 4 °C. CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. 
U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: 
Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada – Pasteurizada.  a-c Distintos 
superíndices en la misma columna indican diferencia significativas (p ˂ 0.05) en un mismo tratamiento 
entre los días de almacenamiento; u-z Distintas superíndices en la misma línea indican diferencia 
significativa (p ˂ 0.05) entre tratamientos de un mismo día. μmol ET/L: Milimoles equivalentes de 
TROLOX por litro. mg EAA/L: miligramos equivalentes de ácido ascórbico por litro. 
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8.4.3 Actividad antioxidante por DPPH• 

 

El método DPPH se utiliza comúnmente para la evaluación del potencial de barrido de 

radicales libres de una molécula antioxidante y se considera como uno de los métodos 

colorimétricos estándar y fáciles para la evaluación de propiedades antioxidantes de 

compuestos puros. Aunque este radical tiene similitudes limitadas con los radicales 

piróxilo, actúa bien en diferentes sistemas disolventes incluyendo etanol, acetona y 

alcohol acuoso, metanol y benceno (Cheng et al., 2006). 

 

 

 

Figura 13 - Actividad antioxidante por DPPH de las diferentes muestras analizadas durante el 
almacenamiento a 4 °C. CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: 
Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: 
Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: Homogenizada – Pasteurizada. a-c Distintos 
superíndices en la misma columna indican diferencia significativas (p ˂ 0.05) en un mismo tratamiento 
a lo largo del almacenamiento; v-z Distintas superíndices en la misma línea indican diferencia 
significativa (p ˂ 0.05) entre tratamientos de un mismo día. µmol ET/L: Milimol equivalente de TROLOX 
por litro 
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En la Figura 13 se observa la actividad antioxidante por DPPH donde se presentaron 

diferencias significativas en las diferentes leches lo largo del almacenamiento, mientras 

que en la comparación de los tratamientos a través de los días, la muestra HU-15 en el 

día 0 presentó mayor actividad antioxidante (p < 0.05) que la leche control y las tratadas 

con 27,400.77 ± 441.17 μmol ET/L, en el día 7 la muestra U-15 fue más alta 

significativamente que la leche control y las demás muestras tratadas con 12,116.17 ± 

458.98 μmol ET/L, mientras que en el último día de almacenamiento las leches control, 

U-10 y HU-15 presentaron la mayor actividad antioxidante (p < 0.05) que el resto de las 

muestras. 

 

Es posible argumentar que la presencia de compuestos liposolubles de la leche como 

vitamina E y A, son las que le confieren la actividad antioxidante. En un estudio 

realizado por Bucevic‐Popovic et al., (2014) menciona que existe una alta relación entre 

la actividad antioxidante y la matriz lipídica (aproximadamente 70% de ácidos grasos 

saturados, 26% de ácidos grasos monoinsaturados, y 4% de ácidos grasos 

poliinsaturados), de esta manera podría decirse que dicha actividad proviene 

directamente de la matriz lipídica (Jensen, 2002). Aunque se requiere evaluar el perfil 

lipídico de las muestras de este estudio. 

 

8.4.4 Actividad antioxidante por FRAP 

 

En los resultados de actividad antioxidante por FRAP (Figura 14) se aprecia que en la 

leche control, HU-15 y HP no fue detectada actividad antioxidante por este método. 

Durante los días de almacenamiento, en el día 0 se encontró la capacidad antioxidante 

más baja. Comparando los tratamientos por día de almacenamiento, la muestra HU-10 

tuvo mayor actividad antioxidante (p < 0.05) en el día 0 con 19.85 ± 1.59 µmol Fe (II)/L, 

mientras que en el día 7 y 14 fue la muestra U-10 con 49.12 ± 1.30 y 35.21 ± 1.12 µmol 

Fe (II)/L, respectivamente.  
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De acuerdo a Müller et al., (2011), el α-tocoferol posee mayor capacidad de reducción 

de hierro que otros compuestos liposolubles antioxidantes, por lo tanto, los resultados 

obtenidos en la leche termoultrasonicada posiblemente pueden atribuirse directamente 

a la presencia de esta vitamina en leche. De manera general, el aumento presentado en 

la actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) en el último día de almacenamiento, 

puede estar relacionado a los valores altos obtenidos de fenoles (Figura 12). 

 

  

Figura 14 - Actividad antioxidante mediante FRAP de las diferentes muestras durante el almacenamiento. 
CL: Leche Control. U-10: Termoultrasonicada – 10 min. U-15: Termoultrasonicada – 15 min. HU-10: 
Homogenizada – Termoultrasonicada– 10 min. HU-15: Homogenizada – Termoultrasonicada– 15 min. HP: 
Homogenizada – Pasteurizada. a-c Distintos superíndices indican diferencia significativas (p ˂ 0.05) entre 
días; x-z Distintos superíndices indican diferencia significativa (p ˂ 0.05) entre tratamientos. µmol Fe (II)/L: 
micromoles de hierro (II) por litro. 
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9 CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos muestran que en el análisis químico proximal, el contenido de 

grasa en las muestras disminuye significativamente durante el almacenamiento, 

mientras que los demás parámetros se mantienen.  

 

La acidez titulable de las muestras es mayor que lo establecido por la NOM-155-SCFI-

2012 y aumenta a través de los días, así como la densidad, ST y SNG, sin embargo 

estos últimos parámetros se mantienen dentro de la norma. La U-15 presenta la mayor 

estabilidad, todas las muestras termoultrasonicadas se ubican en el eje verde-amarillo, 

tienen mayor luminosidad en el día 14, mayor cromaticidad y saturación en el día 0, 

además la leche HU-10 presenta menor diferencia de color con el control y el 

pasteurizado.  

 

En todas las leches termoultrasonicadas la fosfatasa alcalina es positiva, debido a la 

temperatura y tiempo de tratamiento, sin embargo, en mesófilos aerobios y 

enterobacterias la leche HU-15 tiene valores similares al pasteurizado, mientras que la 

leche U-10 muestra menor contenido de AF de acuerdo a la NOM-243-SSA1-2010 y 

NMX-F-700-COFOCALEC-2012, incluso por debajo de la leche pasteurizada.  

 

Las leches termoultrasonicadas presentan valores de fenoles totales similares a la 

leche pasteurizada y mayores a la leche control, y destacan en actividad antioxidante 

con respeto al control.  

 

La aplicación del termoultrasonido brinda similar calidad fisicoquímica y microbiológica 

que una pasteurización, pero mayor disminución de AFM1 y mejor actividad 

antioxidante, por lo tanto representa una buena alternativa para su procesamiento. 
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10 RECOMENDACIONES 

 

 En futuros estudios, se podría aplicar un tratamiento con termoultrasonido 

incrementando la amplitud pero conservando las mismas condiciones de 

temperatura, con la finalidad de inactivar la enzima fosfatasa alcalina. 

 Debido a que la técnica de cuantificación de aflatoxinas solo toma en cuenta las 

aflatoxinas libres, sería conveniente medir la bioaccesibilidad de la misma para 

determinar si durante el proceso digestivo se liberan más de estos compuestos. 

 Hacer estudios más profundos para verificar el incremento de las aflatoxinas 

durante el almacenamiento. 
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12 ANEXOS 

 

 

 

Figura 15 - Curva de calibración de aflatoxina M1 

 

 

 

Figura 16 - Curva de calibración de ácido gálico para fenoles totales 
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Figura 17 - Curva de calibración de TROLOX para el ensayo ABTS•+ 

 

 

Figura 18 - Curva estándar de ácido ascórbico para el ensayo ABTS•+ 
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Figura 19 - Curva de calibración de TROLOX para el ensayo DPPH•+ 

 

 

Figura 20 - Curva de calibración de Fe (II) para el ensayo FRAP 
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