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I.. OBIETO Y FINES -

____'E[ objeto del presente trabajo no ha sido otro que el dé realizar
ina _contribucién al estudio de la flora microbiana ‘de morfologia anthra-
‘¢oide, aerobia y anaerobin facultativa; productora de catalasa'y formas
__.:'d'ora de esporos -termorresislentes, que normalmente. se halla presente
el la leche natural

“Las bacterias que relinen’’ estas caracterlstlcas se 1nc1uyen en el
: "«enero Baciirus, Comn, 1872. ' ' o
o7 La investigacién’ experimental ha sxdo plachada con un crite-
rio : ﬁnahdad aphcatlvos ¥, eni armonia con esta idea, se prelende que los
: -"'re.sultac}os signifiquen una” aporlacién’ directa: al' conocimiento  cientifi-
o de una actividad de tanto interés actual, pﬂrﬂ nuestra “patria; como
: 'f:a la produccion de leche esterilizada.

- La'precisa atencién que se ha prestado en otros paises al estable-
mrmento de las bases cientificas en qué debe fundamentarse todo pro-
'-'uﬂo industrial de esterilizacién de leche natural, mediante tratamiernto
lermmo, contrasla con. un olvido total def problcma en el nuestro proplo

Memorm presentada’ en la Escuela’ de Bromato]ogxa de ]a, Unlver-
_f:ldad de Madrid*para la obtencidn del titulo deé Técnico Bromatélogo ¥ “dirigida

; l[::Jr ef: Catcdratlco de Bromatolog:a de dicha: Universidad: don Bemnbc Sanz
- Dérez. : :
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" Los anglisis' y pruebas- realizadas, a fin de cumplimentar el ol
jeto de nuestro estudio, han sido: -

1. Recuento tota] de bacierias.

2. Recuento total de esporos.

3. Recuenlo de esporos termorresistentes.

4. Aislamiento, estudio e identificacién de las bacterias espors-
genas termorresislenles capaces de soportar relaciones de timeo lempera-
tura de calentamiento del orden de 100°C durante 30 minutos.

5. Estudio especial, con delermlnacxon de valores de Ielalldad
térmica, de los mlcroorgamsmos esporuiados capaces de resistir tempera-
turas superiores a los 135°C duranle diez segundos, utilizando técnicas
capilares.

Los resultados obtenidos por medio de estas Iécnicas nos van a
permitir:

a) Determinar el grado de correlacién que existe entre el nimero
total de bacterias, de esporos’y ésporos fermorresistentes.

b} Analizar las variaciones debidas a condlcmnes geograficas o
eslacionales. . :

) Dlsponer de curvas de destruccmn térmica de algunas de las

cspem&s de microorganismos, pertenecientes al género Bacillus, de mavyor

termorresistencia. entre. las. estudiadas como predominantes en la. leche.

natural. Do P
. d). Establecer combinaciones dptimas de tiempo y. temperatura
de calentamiento ajustadas al concepto de esterilizacion industrial que
trala de armonizar la calidad del producto alimenticio. (leche, en nuestro

caso). con la. macnwdad microbiana_del mismo, sin el uso de nmguna_'

substancm 1nh1bldora del crecimiento mxcrob:ano, estlmuladnra de la ger-
minacién de esporos o ant1esporulanlg. o

SITUACION BIBLIOGRAFICA

La hleratura sobre el tema es abundante y ha sulo rwlsada ampila—
mente por JAYNE WiLLIAMS y FrankLIN!, 2, guienes resefian 288 cilas
bibliogrificas referentes al titulo Bacilos esporulados en lg leche. Con
postermndad a_esla revisién los trabajos mds sobresahentes se deben a

MaRTIN et al.%, BErnuarp,* Lasors v Hup®, 6, LaBors ef al.7, LANCEVELD-

y Moi?, TRAWINSI\A ¥ LANGEVELD y GALESLOT“’ y FrankLn 1
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[11.. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES - -

1. zlfufstras

Las muestras ensayadas fueron obtcmdns de leche natural (fres-

ca de vaca) admitida como normal por los servicios de recepcién de de-

terminada industria lictea de la regién leonesa, dedicada en parte a lg
produccién de leche esterilizada embotellada. En dicha industria se exi-
gen, ademéas de las caracleristicas de composicién ¢ higiénicas que la
lbnglaCIOI‘l vigente sefiala para la leche natural. una prueba de estabili-
dad fisico-quimica, mediante el uso de alcohol de 700 y el indicador ali-
zarina, asf como un grado de acidez médximo de 17,5 grados Dornic.

Las muestras se recogieron en la plataforma de recepcidn de la
vitada industria y de las partidas seleccionadas para la fabricacién de
leche estéril con arreglo a los preceptos citados, procedentes de dlstmlms
zonas de recogida de la provincia de Ledn y limitrofes. S

El muestreo se realizé periddicamente en los meses de febrero a
ﬁoviembre, ambos inclusive, del afio 1968, obteniendo un total de 76
muestras en dicho pérfodo; en la proporcién de ocho muestras mensaales
a excepeién de los meses de febrero y noviembre, en que se recogieron
cinco v siete muestras respectivamente.

Las muestras se tomaron, guardando las mis rigurosas reglas de
asepsia, en {rascos estériles de 500 cc..de capacidad.

El anilisis de las mismas se realizé inmediatamente de su reco-
gida en las muestras matinales y previa conservacién de ocho o doce
horas a la temperatura de 0-49C en las corr%pondlentes a1 ordefio ves-
pt_zrtlno._

bt c o . . .

2. Recuento total de bacterias.
Se signié iehnente la técnica expuesta en la Norma ndmero 3

de la Federacién Intémacional de Lecheria (FIL-IDF). "~

5 Recuento tat(zf de esparos

Una pequeiia porcién de cada mizestra (7 (:c) se deposﬂ;o en.via-
les ‘McCartney de 7. cc. de cabida, cerrdndolos a continuacidn hermén-
camente por. tapén roscado {fig. 1). Asi dispuesta la leche.se calentd a
80°C durante diez minutos. La numeracion de esporos: se realizd distri-
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buyéndose en placas de apar distintas diluciones, utilizando las fSrmulas

que prescribe la ya citada Norma ntimero 3 de la Federacion Inlema--

cional de Lecheria.

La incubacién se realizé a la temperatura de 37 grados durante
48 horas.

4. Recuento de esporos lermorresistentes.

Se realizd mediante la determinacién de nimero més probable,
de acuerdo con la técnica de FRANKLIN et al.12, distribuyendo cuatro can-
tidades de 100 cc. en frascos de la misma capacidad, planos y de cierre
hermélico, cuatro de 10 ce. en viales McCariney; y cuatro de L cc. en
viales que contenian 9 ce. de leche lornasolada estéril. Todas las porcio-
nes distribuidas en los [rascos herméticamente se calentaron en el auto-
clave a:vapor fluente (100“C) por espacio de treinla minutos, pasado es-
te tiempo se enfriaron. en-agua y fueron incubados a 37°C durante ea-
torce dias, siendo examinados entonces y, considerados positivos los que
aparecian cuajados o mostraron una variacién en el pH.

-EL nimero. mis probable se determind mediante las tablas de

Hoskms

3. Aislamiento e identificacion de los bacilos esporulados termorresis-
lentes.

El alslamlentu se reallzo én placas Cl(.. ugur a pﬂrtll' de la menor
porcién de leche emmmada con resultado posﬂno, 51gu1end0 los meto-
dos convencionales. ‘ 4

El método seguido en la idenliﬁcacién fue el universalmente acep-
tado de SMITH et al.3, ligeramente modificado por GrinsTED vy CLEGGM
¥ consistié en la investigacion de las siguientes propiedades: morfologia,
caracteristicas de crecimiento en agar-yema de huevo, produccién de
acetoina, hidrolisis de gelatina y-almidén y crecimiento anaerébico en
agar-leche-almidén con uno por cien de dextrosa. La' distincién entre el
Bacilus subtilis y el Bacilus licheniformis se hasé en el crecimiento del
primero en caldo glucosado en régimen de anaerobiosis seglin Breen
el al.15 y MARTIN et al.®

La diferenciacién de la variedad mycmde del Bacu'us TErEns se
hizo en atencién a la forma rizoide de las colonias en la citada variedad.

En la tabla 1 se resume ol esquema seguido. en la identificacidn.
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6. Determinacion de le letalidad térmica de algunos bacilos esporuledos
resistentes a Iemperamra.s ultraelevadas.

Se sometieron a un calentamiento de 135°C durante diez segundps,
slgulendo una técnica capilar, seis cepas de B. l:che.ruformzs, seis de B. sub-
tilis y diez de B. cereus con arreglo a los métodos que pasamos a describir.

6.1  Preparacion de las suspensiones de esporos.

A partir de cultivos en agar inclinado incubados a 37°C durante
veinticuatro horas se inoculé un frasco de Rous que contenia el medio de
GHARNEY et al.'% con manganeso. Después de cuatro dias de incubacién
existié, en todos los casos examinados, un nimero de esporos de Y:1
como minimo, con relacién a las formas vegetativas. Este exfiemo se
comprobé por examen microscdpico previa coloracion. -

La superficie del agar se lavé con una solucion Ringer al 1:4
con ayuda de perlas de vidrio estériles, se recogio la emulsién en un [ras-
co plano con cierre hermético, agitindose los frascos en un agitador du-
rante cuatro horas, junle con las perlas de vidrio y finalmente se lavaron
los esporos con una solucidn Ringer al 1: 4, centrifugando a 5.000 r. p. m.
y una vez calenlados a 80° durante dlez minutos, se llevaron al refrige-
rador hasta el momente de su estudio.

6.2, Téenica capilar de calentumiento.

Se siguié la téonica descrila por StERN y ProctoR,!? utilizada
por FRANKLIN et al.,1® entre otros,

' Después de varios ensayos con capllares de v1dno de dlstmlas
dimensjones y didmetro {externo e mLerno) seleccionamos los capllares
de 75 X 0,8 mm de & interior y bajo punto de fusién ya que se mostraron
superiores a otros mds [inos pero mds dificiles de cerrar a la llama y con
mayor porcenta]e de roturas ante’ el brusco w]entamlenlo en el bafio
de aceile.

Los tubos capilares previamente estenhzados por calor scco,_se
llenaron con una microjeringa (Agla) provista de un dispesitivo miero-
métrico y aguja fina de 7 cm con el fin de depositar en eI interior de los
-capilares cantidades de 0,01 cc. (ﬁgs 2y3). '

Los- capilares se cargaron con una suspensién de esporos en una
concentracién aproximada de 10° por ce. utilizando leche esterilizada. al
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autoclave para hacer la dilucién a partir de la suspensitn original. Los
extremos se cerraban a la llama y se disponian en una gradilla adecuada
para ser sometidos a calentamiento en un bafio de aceile especial con
agitador, calefaccién eléetrica v sensibilidad de = 0,1°C (uliratermos-
tato «Horizont» UT12). : S

Después del calentamiento los capilares se enfriaban en agua he-
lada dispuesta junto al bafio, luego se lavaban con agua, se secaban con
un lienzo fino y sumergian en un tubo de ensayo con acetona. Posle-
riormente los lubos capilares sin grasa se introducian en solucién de hi-
poclorito al 0.5 por cien permaneciendo varios minutos en ella v final-
menle se enjuagaban varias veces con agua destilada estéril y 10 capila-
res eran transleridos a un frasco McCartney de 28,3 cc. de capacidad
con perlas de vidrio y 10 cc. de solucién Ringer'1: 4. Los capilares se
molian por ﬁgitacién_ en un agitador excéntrico con lo que obteniamos
una solucidn de 0,1 cc. de la s_usjjensiéh'_c'zil'ent:ada en 10 ce.

6_..3. Ger_n_tinaé_id:f j'__énuﬁt'era.é'i;:jn de los esporos uitraté_rm_o.rres(stc-;ntes.

" En el caso de seleceion de cepas resistentes a la temperatura de
135°C durante diez segundos se sembraron directamente diez placas de
agar-almidén-leche, segiin GRINSTED y' CLEGG' con un centimetro ciibico
de la dilucién anterior, cada una, la dltima lavando el frasco con ‘agar
fundide.

Cuando fue positivo el resultado del cultivo se anoté este cardo:
ter sin hacer nuevo aislamiento, utilizando Ia suspension inicial en las
distintas pruchas de resistencia térmica realizadss. i o _

En la determinacion de valores de resistencia térmica & distintas
lemperatiras vy tiempos variables se practicaron diluciones a partir de
Ja~ suspension calertada en capilares 'y contenida en 10 co. sembrands
dos ‘placas de cada dilucién y realizando el contaje de colonias sobre las
placas can crecimierilo mas idéneo a tal fin. En los calentamienios a
130°C 'y ¥35°C ‘sé utilizé el total de la suspensién, comd en el caso va
citado de la seleccién de capas resistentes a la temperatura de 135°C,

can el fin de asegurar [os resultados. S
6.4. Valoresy grificas de Jést_rﬁcdén térmica. -

Se determing: el nimero: de esporos supervivienles' para combina-
ciones de lemperatura de- 100°C y Hempos de- 30, 60, 120 y- 240 minu-
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tos; 1200°C.y 1, 5, 10 y 15 minutes; 130°C y 30 segundos:y 1, 5.y.:10
minutos; 135°C vy 15,30 segundos y- 1 y 5 minutos. Con estos rc_esultados
se han realizado gréficas de destruccién térmica figs. 5 a' 8 inclusive),
colocando sobre un sistema de coordenadas ortogonales los. valores lo-
garitmicos del jimero. de- esporos supervivientes a una temperalura. (eje
de .ordenadas) y los tiermpos de calentamiento a que corresponden. dichos
valores (eje de abscisas). : . ‘

", Las especies sometidas a estudio especial de lermorresistencia han
sido el B. subtidis, B. licheniformis y B. cereus, aisladas con una mayor

frecuencia de la leche fresca.
V. RESULTADOS .

L. Del recuento total de gérmenes, esparos y esporos. lermorresistenies
. meséfilos. - ’ : : :
" Los resultados se resumen y comparan en la tabla 2 y fig. 4.
Fn tres muestras de las 76 sometidas a examen, dns__c_:or_rs_sp_on-
dientes al mes de juﬁo y una al mes de agosto, no se engonlrartjh espo-
ros co.rréSpdnd_jéﬁl&d a 'liz_lc_i]'o's_ acrobios in&sqﬁ_los__. o

L

2. Identificacion de los buctlos esporulados termorresistentes,

Sé ‘somelieron a identificacién 73 bacilos correspondientes a otras
tantas muestras positivas, segin la téenica de niimero mds probable ya
descrita. Aunque. en diez muestras’ aparecieron dos tipos. de. colonia, al
verificar el aislamiento por siembra en placas de agar, se selecciond dni-
camente el tipo predominante siendo el nimero de colonias del Sgg}]nclo
tipp. muy escaso en las referidas muestras,. . oo

Los resultados obtenidos por mes ¥ en total se expresan en la
tabla 3..5¢ pudieron identificar, con arreglo a la téenica ya citada, 67
bacilos, resultando 6 inidentificados.. . ' T KIS O
3. Determinacion de los valores térimicos letules cf__ér_a[guh_o; bacilos es-
R pbmf&c_]oé 'e‘.s'p'eb_ic_ilrn:éﬁte_ter_'mqr'rgsistémés_'.'_ ' _ '

Utilizando la técnica capilar- descrita, de. las seis cepas:de B. fi-

cheniformis, seis de B.subtilis y diez de B. cereus, sometidas a un calen-
tamiento de 135°C durante diez segundos, existieron supervivientes, pro-
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duciendo colonias tipicas de la especie sobre agar-almidén-leche, incu-
bades a 37°C durante cuarenta y ocho horas, en dos muestras de B. sub-
tilis, dos de B. eereus y en ninguna de B. licheniformis.

Los resullados de letalidad de los valores térmicos estudiados se
expresan en las tablas <, 5, 6 y 7; las curvas de destruccion térmica se
resefian en las figs. 5,6, 7y 8.

V. DISCUSION .

Ripcwav," pudo demostrar que existe una correfacién estrecha
entre el contenido de esporos de leche natural y el grado o poder de con-
servacion de la leche estéril, Posteriormente diversos autores (FRANKLIN
et all2, BERN}IARD4 MARTIN et al3, entre olros) han sustentado dicha
opinién, pudlend_o decirse que el desarrollo industrial de nuevas técnicas
de esterilizacion mediante el empleo de temperaturas. ultraelevadas, du:
rante unos segundos solamente, ha incrementado la importancia. real de
la presencm de mlcroorgamsmos esporégenos, en Ios sumlmstros de Ie-
che nalural

" En armonia con lo expueslo se ha planeado un estudm de la mi-
croflora esporégena de leche natural con unos fines va citados ¥ que pa-
samos a analizar,

L Enumeracidn de gérmenes, esporos y esporas termorresistentes. .

El andlisis de varianza y cileulo del valor ¢ de Student mostrd

una significacion positiva cuando se compararon las medias mensuales
referentes a la emumeracién de esporos y £SPOros termorresmtentas y tam-
bién gérmenes y esporos: En este Gltimo caso eustlo una correlacién in-
versa, correspondiendo la mayor cifra de germenes, en el mes de julio,
con el menor nimero de esporos: por ce. : :
' Mientras que la’ variacién %Lamonal del nimero- de esporos por
ce. confirma los estudios de FRANKLIN et al? y BErNuARD, la correla-
cmn inversa que se observa entre el nimero de gérmenes y de esporos
por ce. (tabla 2 y fig. 4) no estd de acuerdo con los estudios de MARTIN
et al.3, quienes no enwntraron relacmn aIguna entre dichos valores.

La explicacién de un mayor niitnero de esporos en invierno puedu
hallarse en el tipo de alimentacién preferente de las vacas lecheras; a base
de heno, que se sigue en la region durante esta época del afio.:
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De la misma manera se explica el mayor niimero de gérmenes
en verano por una mayor temperatura ambiente que ha de inlluir acor-
tando el tiempo de generacién de las baclerias, aungque pudiera quizé
existir un lercer factor de orden competitivo entre la microflora lactica y
las especies del género Bacillus,

La principal consecuencia priclica que se deriva del PS[LIle de
los resultados de la tabla 2 seria la necesidad de someter a revision la
practica comuin, que existe en las industrias de nuestro pais, d? elevar la
temmperatura de esterilizacién en verano y disminuirla en invierno, pre-
cisamente cuando la leche es portadora de un mayor nimero de espo-
rulados,

2. Frecuencia de las distintas especies de gérmenes esporulados ler-

-

morresistentes meséfilos en leche natural.

Del estudio de los resultados que se presentan en la tabla 3 no
s , deduce que exisla una variacién estacional clara en fos tipos de es-
poros 1dent:fc1dos

Las tres especies predomlnanles con gran diferencia cobre el rtes-
to fueron el B. licheriformis £29 por cien), B. subtilis {21 por cien) y
B. cereus (16 por cien}. Ls de deslacar el elevado porcentaje de B. cereus
ya que la gran variacién que presenta esla especié en las diversas cepas
(FRangLIN®?) frente a las elevadas lempemturas de calentamiento, hace
pensar en la existencia de un mayor nitmero de bacterias en este tipo en
la leche natural, no resistentes a la combinacién de tiempo-temperaluras
utilizadas en la seleccidn de cepas termorresistentes a los fines del pre-
sente estudio.

3. Determinacion de los valores térmicos letales de algunos bacilos

pspom!adm de elevadu resistencia térmica.

Tids tres especies sometidas 2 una prieba especial dé t'ermbrre'ﬁis—
tencia [ueron las predominantes en la microflora estudiada y la co.mbma.-
cién de tiempo y temperatura elegidos son equivalentes a los tratamientos
propios de la leche UHT (lempemlura de 135-150°C durante uno, dos
o mis segundos}). : :

El porcentaje de cepas lermorresislentes a lemperaturas ultraele-
vadas fue mas alto para el B. subtilis (33 por cien), siguiéndole el B. de-
reus (20 por cien), siendo nulo para el B. licheniformis, hecho que me-
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rece ser destacado dado el estrecho parentesco bioquimico de esta espe-
cie v el B. subiilis. ' ERRRER E IR :

De las dos cepas de B subulrs leurhadas, una deé eilas (Cepa 1)
sucumbié e la temperatura de 135°C en cinco minutos, mieniras que pro-
dujo supervivencia en idénticas condiciones de calentamiento; pero fini-
camente por espacio de un minuto. ' '

La cepn 2 resislié en cambio el tratamienio a 135°C durante cinco
minutos lo que tiene ya una significacién clara en la tecnologia de la pro-
duccién de leche estéril. .

Respecto a las dos cepas de B, cerens que se estudiaron muestran
caracleristicas ligeramente distintas en cuanto a sus curvas de letalidad
térmica, caracterizindose la primera por la existencia de una pequena
cantidad de esporos muy resislentes dentre de-la poblacién total, mien-
tras que esle hecho no se acentda tanto en la cepa 2. ERERIARE

No hemos podldo observar. claramente fenémeno a]huno de acti-
vacion térmica a altas temperaturas como anteriormentée lo habiamos ob-
servado en ottas cepas termorresistentes de la misma especie (SUAREZ20),
lo que producia en algunas ocasiones elevaciones en la curva de destruc-
cién entre los cinco y quince rmnutos a lempera[uras comprendldﬂs entre
los 120 y 135°C. :

' No obstante [a 1nlerpretac1on de las curvas a 120° v 130°C en la
fig. 6 y de 130 y 135°C en la ﬁg 7 no puede descartar ina interferencia
debida o vna amvucmn termlca de una pequena parle de la poblac:on
(]P esporos '

VI. CONCLUSIONES
1.8 Det estudio realizado se deduce que existe una correlacién
directa y estrecha entre el niimero de esporos mesdfilos resistentes a la
lﬂnperatura de 80°C durante 15 minulos y el de resistentes a 100°C du-
ante tremla mmutos, eUStLﬁn{lo tamblen una correlacmn mmrsa entre

estos tipos y el nimero de colomas de haclenas me:aoﬁlas _Presenles en
las muestrﬂs de leche nalural selecmonadas

2.2 La existencia de una variacién estacional con un mayor ni-
mero de esporos lermorresistentes: en. invierno aconsejaria el.incrementar
las temperaturas de esl,erlllzacmn durante. esta época, en lugar de redu-
eirlas. - :

3.2 Las ures especies claramente predominantes en las muestras

“de leche natural analizadas fueron el B. lzc/zemﬁ}rmu, el 8 subtilisy
“el B. cereus. ' : : -

4.2 Dos cepas de B. cereus de diez ensayadas y dos de B. subti-

lis de seis, sometidas a un calentamiento de 135°C durante diez segundos,

resistieron @& dicha combinacién térrivica, habiéndose realizado la deter-
minacién del efecto letal de distintas temperaturas sobre dichas cepas,
que demuestra que estas especies pueden sobrevivir en determinadas con-
diciones los tralamientos térmicos mis modernos entre los aplicados a la
esterilizacién de la leche.

VII. RESUMEN

Con el objeto de realizar una contribucién al estudio de la flora
microbiana de morfologia anthracoide presente en la leche natural vy

" una aportacién directa al conocimiento cientifico del proceso de fabrica-

ciom’ de la léche esterilizada, se han’ estudiado 76 muestras de leche na-
tural a lo largo de un periodo aproximado a los nueve meses. '

Los ‘andlisis y pruebas realizadas a fin de cumplimentar el ob-
jeto de nuestro estudio, han sido: Recuento total “de bacterias, recuento
total de esporos, recuento de esporos termorresislentes, aislamiento e
identificacién de. las- bacterias espordgenas termorresistentes y- estudio
de los valores de letalidad térmica de los microorganismios especialmente
lermorresistentes. o .

_ Del estudio realizado se duluce que existe una correlacion chrecta
y estrecha entre el niimero de esporos mesdfilos resistentes a la lempera-
tura de BO°C durante diez minutos y el de resistentes a 100°C durante
treinla minutos, existiendo también una correlacidn. inversa entre estos
tipos v.el nimero de colonias de bacterias- mesdfilas presentes en Jas
muestras de leche natural seleccionadas. ;

Se ha podido comprobar la existencia de una variacién estacio-
nal en cuanto. al nimero de esporos. termorresistentes, aumentando el
nimero de estos de la behe durante ‘el invierno, fendmeno que puede
resullay significativo para el proceso de esterilizacion. industrial del pro-
ducto. [ - : :
Las especies del género Bucilus halladas con mayor [recuencia en
la leche natural fueron el B, lcheniformis, el B. subtilis y el B. cereus.
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Dos cepas de B. cereus de diez ensayadns y dos de B. subtilis
de seis, sometidas a calentamiento de 135°C durante diez segundos, re-
sistieron dicha combinacién térmica. Realizada la determinacidn de los
valores letales de distintas temperaturas sobre dichas cepas se demuestra
que estas especies pueden sobrevivir, en determinadas condiciones, los
tratamientos térmicos mas modernos entre los aplicados a la esteriliza-
cién industrial de la leche.

RESUME

On a étudié 76 échantillons de lait naturel pendant une période

d’environ nenf mois, a fin de contribuer 4 I'étude de la flore microbienne

de morphologie anthracoide qui se trouve dans le lait naturel et de con-
tribuer aussi directement & la connaissance e.uentlﬁque du procédé de
fabncatmn de lmtstenhsa . - :

Les analyses et essais elfectués 3 a ﬁn d accomphr le but de notre
etudc sont: comptage total de bactéries, complage total de spores, compla-
ge total de spored- thermorésistantes, isolement et identification des bac-
téries sporogenes thermorésisiantes et étude des valeurs de la 1étalité ther-
mique des microorganisines spécizlment thermorésistants,

aprés Pétude eflectuée, on déduit qu’il existe une grande cotré-
lation directe entre le nombre de spores mésophyles résistants i la lem-
pérature de 80°C pendant 10 minutes et celui de spores mésophyles ré-
sistants 4 la température de 100°C pendant 30 minutos; il existe aussi
une corrélation inverse entre ces types et le nombre de colonies de bac-
leries mésophyles trouvées dans les échantillons de laijt naturel sélec-
tonnés. e :

On a pu constater I'existance dune variation saisonnitre quant
au nombre de spores thermorésistants; ce nombre augmente en hiver,
ce qui pent étre 51gn1ﬁcat1f pour le procédé de slenhsatlon industrielle
du lait. : : : '

Les espécas du genre Bacifu-s trouvées le plus fréquemment dans
le lait naturel furent les espéces B. licheniformis, B. subtilis et B. cereus.

Deux souches de B. cereus sur dix et deux souches de B. subtilis
sur six, essayées el soumises i un échauffement de 135°C. pendant 10
secondes, resisterent cette combinaison thermique. Apres avoir fail la
détenmination des valeurs tolales de diverses températures sur les sus-
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dites souches, on démontre que ces espéces peuvent survivre, dans de
certaines conditions, aux traitements thermiques les plus modernes parmi

- ceux que Uon applique a la stérilisation industrielle du lait.

SUMMARY

In order to contribute to the study of the raw milk ‘microflora
having an anthracoid morphology, and to help directly to the scien-
tific knowledge of the manufacturing process of sterilized milk, we have
studied 76 samples of raw milk for a period of about nine months.

The analysis and tests we have carried out to fulfill our purpose
are: total count of bacteria, total count of spores, total count of ther-
moresistant spores and the study of thermal death times values in the
specially thermoresistant micro-organisms. '

According to the study carried out we may_establish that there
is a direct and close correlation between the number of mesofilic spores
bearing a lemperature of 80°C for 10 minutes and those resisting a tem-
perature of 100°C for 30 minutes; there is also an inverse correlation
between these types and the number of colonies of mesofilic bacteria
in the samplea of selected raw milk.

It has been shown that ihere is a seasonal varialion concerning
the number of thermoresistant spores; this number being greater in Win-
ter, which may be significative for the industrial milk sterilization process.

The species of Bacillus genus most frequently found in’ naturai
milk were B. licheniformis, B. subtilis and B. cereus.

Two strains of B. cereus out of ten and two strains of B. subtilis
out of six tried, Heated at 135°C for 10 seconds resisted said thermic com-
bination. After having determined the thermal death times of various tem-
peratures on these strains it has been shown that they can survive, under
cerlain conditions, -after applying the most modern thermic trealmenls
among those applied to the industrial sterilization of milk.

VIII. BIBLIOGRAFIA

1) Jayne-WiLuiams, D, J. y Frankuin, J. G—Dairy Sci. Abstr.
22: 215, 1960 a.

2) Jayne-WiLniams, D. J. y Frankun, J. G—Dairy Sei. Abstr.
22: 269, 1960 b.

— 33—



3)  Marriv, J. H., Stanvy, D. P., Hareer, W, J. y Gouwp, 1. A,
XVI International Dairy Congress. Section VIl 1: 295, 1962,

4) Bernuanp, B—XVI International Dairy Congress. Section
VIIIE: 1: 337, 1962, '

5) Lamors, H.y Hur, G—~Neth. Milk & Dairy J.18: 112, 1964 a.
6} Laports, H.y Hue, G—Neth. Milk & Dairy J.18: 167, 1964 b,

7) Lasots, H., Hur, G. y Gavresror, Th, E—Neth. Milk &
Dairy J.19: 191, 1965,

8. Lancevewn, L. P. M. y Mocw, J. J—Off. Org. K. ned. Zui-
velbond. 58: 561, 1966,

9} Trawinska, | —Polskie Arcwm ver. 10: 277, 1966.

10) Lancevewp, L. P. M. y Garesvor—Th. £. Neth. Milk &
Dairy J.21: 13,1967,

11)  Frankuw, I, G—Milk [nd. 61: 34, 1067.

12)  Frankun, J. G., WiLtams, D. J. y CLece, L. F. L—/. appl.
Bact. 19: 46, 1956,

13) Smrri, N. R., Gorbon, R. E. y CLARK, F. E—derobic Spore-
Forming Bacteria. U. S. Dep. Agric. Monograph. 16: 1952,

14) GrnsTeD, E. y CLEGE, L. F. L—J. Dairy Res. 22: 178, 1955,

15) Breeo, R. S., Murray., E. G. D. y Smrtu, N. R—Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology. The Williams & Wilking Co.,
1957, :

16) Cuamney, J., Fisuer, W. P. y Hecanry, C. P—/. Bact. 62:
145, 1951,

17)  Stenn, J. A. y Proctor, B. E—Food Technol. 8: 139, 1954,

18)  Fravkuv, J. G., WiLuiams, D. J. y Crece, L. F. L—J/. appl.
Bact. 21: 51, 1958. _

19) Ripeway, J. D. Je—appl. Bact. 18: 374, 1955,

20) Svarez, G—Informe presentado al Departamento de Bac-
teriologia del National Institute for Research in Dairying sobre los estu-

dios realizados en aquel Centro bajo los ausgicios del British Council,
1966, -

e B

TABLA 1

dus mesofilas aisladas de leche natural.

Esquema seguido para la identificacion de las formas bacilares esporula-

CSPECIE Lipolisis B Hidrolisi Hidrolisis |Crecimiento Tipo de
ESPECLES en yema de | Acstoian glnfl?tjinns a;trr:i(:lfm S0 ANACEO™ | paporo®
lueve i biosis-
1B, Cereuse . <+ + + + 4+ 1
B Cereus Var. my- +
COTdes™®* arernerines + + + + I
B Licheniformis........ - + + + + I
[T 1 LT T - + + + - I
B. Pumilus + + + — - |
B. - + - + + I-11
B. Laterosporus ..., - - + - + 11
'. '_B. Breavis. . * - o+ - - I
| B. Sphaericus.... - - - - - II
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*  Tipo H: Esporo no més ancho que la forma vegelaliva, de pared fina.
« 1l: Esporo mas ancho que la forma vegetaliva de pared gruesa,
** Tipo: Crecimiento rizoide sobre agar.




TABLA 2 TABLA 3

Enumeracion de gérmenes, esporos ¥ esporos termorresisteniles mesdfilos. -« Frecuencia de lus distintas especies de gérmenes esporulados mesdfilos
T termorresisienies, aerobios, aislados de leche natural.

LOGARITMO DEL NUMERO TOTAL®* . _ .
= _ - ESPEGIES DEL GENERO BACILLUS,
MESES De gérmenes por e e | De esporos por e e DL" eEpaTes lermao £ - @ ;
rresistentes por e, ¢ = ‘ - 1 = 2 & TOTAL
Febrero ... 5,863 5,633 2987 £ 22| £ Bl 3 E z gz z LR
= - = w =5 - — = [ u 2=
Marzo..... 5,991 5.334 1.886
Abril o] 6113 1,000 1,785 S I S N S L L B B
Mayo o 6.342 3,505 1,380 B R R R R D D e
JUAi0 e 6,511 3,332 1,025 R T T IO I TR TR B L M
| T — 7,000 3,000 0.982 S I e L B L R B R 8
Agosto .. 6,348 iar 1008 o e e T - U T R L B B
Sctiembre .| 5999 3,491 1456 o P e O O O A i A B A
Octubre ... 5,653 3,716 1697 S I S I R Y I R B
Novinmbrc " 5‘397 4‘,184 . 1.912 .LS.QU(‘IR}_]I‘C var 1 0 3 ]. 0 R 2 () 0 0 ]_ 8
‘Detubre ... 0 0 1 2 1 0 0 2 0 2 8
* Logaritmo de la media aritmética de las ocho determinaciones men- Noviembre..] 1 (U S LA N RO R & 0 L-f 0 0 7
- suales a excepcitn de febrero (cinco) v noviembre (siete). o = _
- e TOTALew 12 | 1 f22 |15 | 3 [ 6 |1 [ 5 {2 (6|7
—37—
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TABLA 4 TABLA 6

Ffecto letal de distintes temperaturas sobre la cepu 1 termorresistente
de B. subiilis.

Concentracidn inicial de esporos 10? por cel

' Eﬂacw letal cle dmuntas temperamms sobre [a cepa 1 Lermorreswtentc
© de B. cerets. - '

Concentracxon mlcml de esporos 3.1, X 109 por ¢ o

'.rl:lnpt.." Tiempos {minutos) r'. ”:”r I‘]empne} (!‘?‘".“‘“5)

ratur. :::Tu!r ; s ’ S B R T e

ae | oss | os0 | 5 10 5 3 | e 120 | 240 Ceg |0z | 0s0 i 5 10 15 30 |0 601120 ) 2
100 | - - - - - - |20x107 | 1.2x10" | 7,3x107 | 5,1x 107 100 | o - - ~ - | - |23x10'[20x10'| 2051018510
120 | - - |23x10° [ 19x10° [3.0610° | LOx10°]  — - - - 2o = | - [33x10'[ L0 | T0x10° [ LOx10°[ L~ e ] -
130 | - |54x10'[3,8x10° [0.6x10° |6,0x10 | - - - - - : 130 10— 90x10° T0x10TB0KI0°) Bx10°) -~ Lo - o b T
135 |1,7x10° [5.0x10° |4.0x10 | cero 135 |8.0x10°[3.0x10°[3.0x00°) 107 -} - - = -1 -

TABLA 7

TABLA 5 -

Efecto letal de distintas temperaturas sobre la cepa 2 termorresisiente
: - de B. subtilis

Congentracidn inicial de esporos 2,2 X 108 por c c.

Efecto letal de distintas temperaturas sobre la cepa 2 termorresistente,
de B. cereus .

Concentracwn InlCl&l de esporos 53 X 109 por ¢ c

Tumpe- Ticmpos (minutos) T:c';nplt- Tiempus (mmu!nS)
ratur. “ratur,
°C. 025 (54 1 5 10 15 30 ) 120 2:H) °C, 0.25 (1,50 L 5 10 5 30. it 120 240
00| - - - - - - {1,9%100 155 10" 1,0x10"| 7.3¢10° 10| - T (e M=) R (£ [ EN N SR R
120 - = 453107 | Lax107[9.0€10° [ 3.0x10° | - - - - o] - — 43107 [0.0x10" [LOX10' {5,010° | = | = - -
180 | - |4Lx10'f LOS0| T0xE0T 205007~ - | - - - 1301 - 153x10'(9,1x10'[20x10° | L0x10°] - - - - -
135 |5,0x10°| 3,0x10° LOX10°} LOx20 | - - - - - - 135 | 1,3x10'|9,0x10°|3,0x10°| 1,0x10 | - - - - - -
e 38—
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Fig. 1: Botellines y viales:Mc '(;?ﬂrtney- utitizados en las técnicas capilares para [a
determinacidn de termorresistencia

Fig. 2: Microjeringa AGLA empleada en el llenado de capilares de vidrio.
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Fig. 3: Capilares de vidrio de diverso calibre y punto de fusién,

F.ﬁg. 4: Grafice corresmondiente a Io voriocien estacional de germenes, esporos °

¥ esporus  termorredistentes.
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Fig 8 Grdfica tortespondlente of efecto: letal Mrmico sobré “fa cepo - 7
. termorresistente de 8, supilils. ' RS :

concenlracion Iniclat 109 por ce.

_Log to NLimars de supervivianfes

Fig 71 Grafica corres pondiente al efecte leto!l lermico sobre io cepa i
: termorresistente de 8 cereus,
conecenlrgcion fnicial 3¢ atg? por ce.
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