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RESUMEN 

Las nanopartículas de cobre en la industria agronómica, tiene una consideración 

sumamente importante, se conoce que la nanotecnología maneja varios tipos de 

materiales ya sean sintéticos, moleculares, a nivel atómico y naturales. Esta tecnología, 

dentro de la industria alimentaria tiene una gran acogida, acorde el tiempo y el avance de 

esta que ha realizado estudio de sus iones, que tienen un efecto virucida, fungicida y 

bactericida, por tal razón se está indagando cada vez más su aplicación como uso en 

diferentes alimentos. Uno de los metales considerados de importancia es el cobre (Cu) el 

cual en los seres vivos tiene beneficios pues ayuda en la formación de eritrocitos, ayuda 

al sistema inmunológico y cuida de los huesos, por ende, se lo considera como biocida. 

El presente trabajo se basó en la investigación de comprobar el efecto de las nano 

partículas de cobre en la inhibición de microorganismos en la leche cruda, como un 

posible tratamiento alternativo a la pasteurización, el estudio empleó la utilización del 

equipo NEC-400 el cual nos permite obtener agua ionizada. 

Se empleó dos concentraciones en dos diferentes tratamientos, el tratamiento 1 se empleó 

4 ppm y posterior a ello en el tratamiento 2, se elevó la concentración a 11 ppm de 

nanopartículas de cobre, para poder determinar el mejor tratamiento posible, frente a la 

inhibición de los microorganismos patógenos.  

Se realizó los debidos análisis microbiológicos, para poder observar el efecto 

antimicrobiano de las nano partículas   de cobre, así también se realizó un análisis de 

control a muestras de leche sin aplicar el tratamiento para así comprobar si el efecto de 

los iones de cobre, se realizó el debido proceso bajo la Normativa Técnica Ecuatoriana 

INEN 9:2012,  se le realizó una cuantificación de iones de cobre residual, para poder 

determinar la cantidad de ppm de nanopartículas finales en la leche y que estas estén en 

el margen permitido por la IDA.  

 

Palabras claves: Nanopartículas de cobre (NPs), leche cruda, inhibición, efecto. 
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ABSTRACT 

Copper nanoparticles in the agricultural industry are of extremely important 

consideration. It is known that nanotechnology handles various types of materials, 

whether synthetic, molecular, atomic or natural. This technology, within the food 

industry, has a great acceptance, in accordance with the time and progress of this industry, 

which has carried out studies of its ions, which have a virucidal, fungicidal and 

bactericidal effect. For this reason, its application is being increasingly investigated as a 

use in different foods. One of the metals considered important is copper (Cu), which has 

benefits in living beings because it helps in the formation of erythrocytes, helps the 

immune system and takes care of the bones, therefore, it is considered a biocide. 

This work was based on the investigation of verifying the effect of copper nanoparticles 

in the inhibition of microorganisms in raw milk, as a possible alternative treatment to 

pasteurization. The study used the NEC-400 equipment which allows us to obtain ionized 

water. Two concentrations were used in two different treatments, treatment 1 used 4 ppm 

and after that in treatment 2, the concentration was raised to 11 ppm of copper 

nanoparticles, in order to determine the best possible treatment, against the inhibition of 

pathogenic microorganisms. 

The appropriate microbiological analyses were carried out, in order to observe the 

antimicrobial effect of the copper nanoparticles, as well as a control analysis was carried 

out on milk samples without applying the treatment to check if the effect of the copper 

ions, the due process was carried out under the Ecuadorian Technical Regulation INEN 

9:2012, a quantification of residual copper ions was carried out, in order to determine the 

amount of ppm of final nanoparticles in the milk and that these are within the margin 

allowed by the ADI. 

 

Keywords: Copper nanoparticles (NPs), raw milk, inhibition, effect. 
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INTRODUCCIÓN 

El principal rol que cumple el cobre (Cu) en los seres vivos, es que realiza numerosas 

actividades metabólicas dentro de nuestros organismos, dentro de los beneficios que 

presenta el cobre en el cuerpo humano está que ayuda en la formación de eritrocitos, 

ayuda al sistema inmunológicos y cuida de los huesos, por ende, es un metal empleado 

como biocida en medicina y en productos de cuidado personal, durante mucho tiempo por 

diferentes culturas. Es un metal que posee una gran capacidad antimicrobiana, el cual es 

complejo por su alto potencial de oxidación.  Las nanopartículas de cobre por varias 

metodologías se las puede sintetizar, a medida que el tiempo avanza, ha surgido mucho 

interés de parte de las industrias por las nanopartículas. (Contreras Saenz, S., & Orjuela 

Barreto, M. Y. 2023 & Zarate, 2022) 

El cobre es el elemento con mayor actividad antibacteriana, sus iones destruyen 

activamente los microrganismos en contacto con el metal, diversas investigaciones 

brindan un resultado favorable de las propiedades antibacterianas y antivirales de los 

iones de cobre, estas alteran el metabolismo de los virus y bacterias, los que hacen que 

no puedan alimentarse y destruyen su ADN. Han desempeñado un papel importante en la 

historia, dadas sus numerosas propiedades, como la buena conductividad eléctrica y 

térmica, la alta resistencia a la corrosión y la mayor maleabilidad (Montalvo,2019; Crisan, 

Teodora, M., & Lucian, 2021) 

Hoy la industria alimentaria usa nanopartículas que varían desde cobre, plata, oro y zinc, 

las usan para la elaboración de películas de recubrimiento para envases, los cuales los 

materiales desarrollados mostraron mejores propiedades mecánicas, posee una capacidad 

antimicrobiana y antioxidante, lo que lo hace una excelente barrera contra la luz y el agua.  

(Olaran, 2021).  

El objetivo de la investigación es emplear todos estos beneficios de los iones de cobre y 

evaluar al aplicar en la leche cruda, si existe una inhibición de los microorganismos 

mencionado, sin que este tratamiento no térmico afecte a la calidad fisicoquímica de la 

misma.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La leche posee un alto valor nutricional, los cuales son, de suma importancia, porque 

generan un crecimiento físico y mejoran el desarrollo intelectual, el consumo mínimo es 

de 180 litros/persona/año, lo cual es recomendado por la (OMS) Organización Mundial 

de la Salud y la (FAO) Organización de las Naciones Unidades para la Agricultura y la 

Alimentación (Flores,2019).   

Para el buen desarrollo productivo del Ecuador, la industria láctea es una importante 

fuente de producción, esta actividad crea múltiples trabajos, por ende, según avanzan las 

tecnologías de preservación de alimentos, se innovan, el uso de procesos no térmicos los 

cuales se usan como medida alternativa la severidad ocasionada por los tratamientos 

térmicos a los productos alimenticios.  

Se conoce que la  pasteurización es el calentamiento de los líquidos, cuyo objetivo es 

reducir la carga microbiana patógena que pueda existir en él, al aplicar  las altas 

temperaturas en la leche pueden perderse algunas propiedades organolépticas, por ende 

como medida alternativa al tratamiento establecido de la pasteurización en la leche  y 

según diferentes artículos científicos donde aplican el tratamiento de iones de cobre en 

diferentes productos, se evidencia un resultado favorable al inhibir microrganismos, con 

dichos antecedentes previos se realizará la exploración del tratamiento no térmico en 

nuestro producto, de hacer efecto el tratamiento se puede garantizar que la leche tratada 

con nanopartículas de iones de cobre, se la puede emplear   en subproductos derivados de 

la misma.    

Brindar una solución alterna al pequeño productor, es el objetivo de indagar un 

tratamiento no térmico y alternativo al proceso ya conocido como la pasteurización, lo 

cual, al aplicar dosis efectivas, se puede inhibir microorganismos  en la leche, los mismos 

que causas afecciones a las grandes producciones de medianos y grandes productores, el 

tratamiento de ser efectivo va a generar  futuras fuentes de trabajo y dar la solución 

pertinente al problema de la contaminación del producto por microorganismos no 

deseados.  
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JUSTIFICACIÓN 

La industria alimentaria a nivel global cada día desarrolla diferentes alimentos o realiza 

investigaciones de nuevos tratamientos para poder conservar y generar una extensión de 

la vida útil de los mismos, buscan diferentes tratamientos que no sean agresivos, como 

los ya tradicionales, por ende, se ha incrementado el estudio de nuevos tratamientos 

alternativos para la conservación e inhibición de microorganismos. El uso de la 

nanotecnología en los alimentos en nuestro trabajo tiene como objetivos fundamentales, 

mediante la experimentación previa ofrecer un tratamiento no térmico para la inhibición 

de microorganismo en la leche, mediante la aplicación directa en el producto y realizando 

un análisis microbiológico verificar el potencial de las nanopartículas de cobre sobre 

dichos microorganismos, enfocados en la inhibición de estos, sin afectar los beneficios 

que brinda la leche. A nivel global se ha incrementado el uso de alternativas a la 

pasteurización, ya que dicho tratamiento térmico, aplica temperaturas que no solo inhiben 

a los microorganismos, sino que, generan daños colaterales a otras propiedades de los 

alimentos. Nuestra investigación ofrece un tratamiento alternativo, es un camino nuevo 

en la exploración, donde se proyecta a futuro a seguir indagando sobre el uso de 

nanopartículas de cobre en la industria alimentaria.  
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de nanopartículas de iones de cobre sobre la reducción de coliformes 

totales y Escherichia coli en muestras de leche cruda como un tratamiento alternativo no 

térmico a la pasteurización para asegurar la calidad e inocuidad de la leche cruda. 

Objetivos específicos  

• Determinar el efecto de las nanopartículas de iones de cobre sobre coliformes 

totales y E. coli en leche cruda para observar su posible efecto como un método 

alterno no térmico a la pasteurización. 

• Analizar la influencia de las nanopartículas de iones de cobre sobre la leche tratada 

realizando los debidos análisis para asegurar la calidad fisicoquímica de la misma.  
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PLANTEAMIENTO DE LA HIPÓTESIS 

Hipótesis de investigación: ¿Es posible que las nanopartículas de cobre inhiban el 

desarrollo de coliformes totales y E. coli en leche cruda sin afectar a su inocuidad y a la 

calidad fisicoquímica de la misma?   

Hipótesis nula: Nanopartículas de cobre no inhiben el desarrollo coliforme totales y de 

E. coli. 

Hipótesis alternativa: Nanopartículas de cobre inhiben el desarrollo de coliformes 

totales y E. coli. 

 

Variable independiente: Concentración de nanopartículas de cobre (ppm) 

Variables dependientes: pH, Densidad relativa, Contenido de grasa, Acidez titulable, 

Proteínas, coliformes totales y Escherichia coli. 
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CAPITULO I 

1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1 Leche cruda  

Se define como leche a un producto cuya composición es integra, es decir que no se 

encuentre adulterada ni alterada, que no contenga calostro. Su ordeño debe ser higiénico, 

libre de contaminación, debe ser frecuente ya sea de forma completa e interrumpida y sea 

obtenida de un ganado sano y que cuente con una correcta alimentación, cuidando la 

calidad de la leche. Una leche de alta calidad aquella que posee un sabor agradable, olor 

característico a lácteo, de color blanquecino opalescente o ligeramente amarillo, con una 

composición química adecuada, que no posee contaminantes patógenos. (Pillco, 2023). 

1.1.1 Generalidades de la leche cruda 

Una vez ordeñada la leche debe pasar a enfriarse y almacenarse para su posterior 

distribución donde será procesada para el consumo, en la leche la calidad es un tema de 

gran importancia tanto a nivel nacional como internacional, la ingesta de leche cruda 

incluyendo a sus derivados pueden generar un riesgo, cuando no se siguen todas las 

medidas previamente establecidas con el fin de obtener un producto que sea inocuo para 

que así no perjudique la salud humana.    (Hernández, Amaya, & Silvera, 2020) 

1.1.2 Composición de la leche cruda de vaca. 

Entre la composición de la leche cruda se encuentran 55 tipos de nutrientes que son 

esenciales, sin embargo, aunque posee varios tipos de vitaminas carece de hierro y 

vitamina D. Los nutrientes que tiene la leche cruda se ven influenciados por ciertos 

factores como: el tipo y la raza del ganado, la alimentación del mismo, periodo de 

lactancia, número de partos, genética. Se considera que una gran parte de las proteínas y 

de la grasa en la leche puede aportar varios nutrientes al consumidor final, de igual forma 

estos pueden mejorar el rendimiento y la calidad de gran parte de los derivados de la 

leche.  (Pillco, 2023).  En la tabla 1 se puede visualizar de forma específica la composición 

de la leche cruda de vaca.  
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Tabla 1. Composición de la leche cruda de vaca. 

COMPOSICIÓN  LECHE DE VACA 

Agua 70-80 % 

Grasa 3,6 % 

Solidos no grasos 9,0 % 

Lactosa 4,7 % 

Proteina 3,2 % 

Ceniza 0,7 % 

 Fuente: Pillco Guamán, J. M. (2023). Evaluación de las características sensoriales, 

fisicoquímicas y microbiológicas de la leche cruda del criadero “Brown Swiss Jr”, 

1.1.2.1 Hidratos de carbono en la leche 

Los hidratos de carbono llegan a representar cerca de un 5 % total de la estructura de la 

leche, de este porcentaje la lactosa es la que se encuentra en una mayor cantidad, en la 

Figura 1 se puede visualizar la estructura de la lactosa, la cual es en su mayoría el hidrato 

de carbono con más presencia. La lactosa es un tipo de azúcar reductor, es decir que es 

un disacárido que en su composición contiene una molécula de D-glucosa y una D-

galactosa, estas se unen a través de un enlace glucosídico. (Pilco,2023) 

Figura 1. Estructura de la lactosa. 

 

Fuente: Pillco Guamán, J. M. (2023). Evaluación de las características sensoriales, 

fisicoquímicas y microbiológicas de la leche cruda del criadero “Brown Swiss Jr”, 
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1.1.3 Microbiología de la leche cruda 

La microbiológica se relaciona con la carga y variedad del microorganismo, también con 

la flora que produce enzimas termorresistentes y con la flora inocua debido a la mala 

higiene realizada durante el proceso de ordeño, el transporte y el almacenamiento de la 

leche. Otros factores son el manejo y el estado de sanidad de la vaca, específicamente de 

las glándulas mamarias (Martinez & Solano de la Cruz, 2022). En la leche cruda los 

microorganismos que con mayor frecuencia se asocian a ella generalmente son: 

Enterococcus spp, Aerococcus spp, Streptococcus spp, Acinetobacter spp, Bacillus spp, 

Enterobacter spp, Corynebacterium spp, Kocurias spp, Pseudomonas spp, Listeria spp, 

Salmonella spp, Escherichia coli (Quigley et al., 2013). Muñoz, Botín & Esparza, (2022) 

y Dávila & Hernández, (2006), mencionan que la leche al ser un alimento con 

características ideales para la proliferación de microorganismos catalogándolo como un 

medio idóneo universal para el cultivo.   

1.1.3.1 Microorganismo mesófilos 

Son un parámetro para saber las condiciones de higiene donde se encuentra el ganado, se 

relacionan con la falta de higiene que tiene la leche, considerando que una leche debería 

contener menos de 10 000 UFC/ml para ser considerada de buena calidad (Taverna, 

2002). El Recuento total de bacterias no incluye a todos los microorganismos, hay muchas 

que no se incluyen debido a que sus rangos de temperatura para crecer son diferentes o 

simplemente se les inhibió el oxígeno. Este tipo de recuentos se hace para estimar la 

cantidad del microbiota total de microorganismos mesófilos sin llegar a especificar 

ningún tipo de germen (Gutiérrez, 2014).   

La cantidad de microorganismos aerobios mesófilos que se encuentran en varios 

productos alimenticios se han convertido en una guía microbiológica de la calidad más 

usado en los alimentos. Nos ayuda a descifrar si la desinfección, limpieza y control de la 

temperatura en los procesos industriales, su transporte y su correspondiente 

almacenamiento se efectúan de la mejor forma, obteniendo información concreta sobre la 

alteración de los alimentos, su vida útil, la descongelación sin control o cualquier fallo en 

el manteniendo de la temperatura a la hora de refrigerar. En la mayoría de los alimentos 

industrializados o de consumo con muchos de estos microorganismos se deben rechazar 
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para el consumo, aunque no se consideran patógenos o alteren las características 

organolépticas del producto alimenticio. Una elevada cantidad de este tipo de 

microorganismo en un alimento puede significar una gran probabilidad de que se hayan 

dado las condiciones óptimas para el desarrollo de bacterias patógenas de origen humano 

o animal (Gutiérrez et al., 2014). 

1.1.3.2 Coliformes en la leche cruda 

Indican una serie de microorganismos de la familia Enterobacteriácea los cuales incluyen 

a bacterias del género Escherichia coli, Enterobacter y Klebsiell que son microorganismo 

gram negativo que generalmente son capsulados, son no esporulados que fermentan la 

lactosa y producen cuadros de mastitis que van de ligera a severamente agudo. La 

presencia de este tipo de bacterias indica un bajo control higiénico del ordeño que incluye 

la limpieza de la piel de los pezones, las manos y las pezoneras y la exposición de propia 

leche con el material fecal del animal (Vásquez, Martínez, Mancera, Ávila, & Vargas, 

2007).  

EPA (2002), indica que los coliformes no representan una amenaza en la salud, estos se 

determinan para poder indicar si existe alguna presencia o ausencia de algunas bacterias 

que puede o no ser un patógeno. En los alimentos la presencia de estos nos da un indicio 

de que los productos alimenticios pueden tener una contaminación con heces fecales ya 

sean de animal o humano. Los microorganismos que producen enfermedades son los 

patógenos y estos se encuentran en las heces pueden causar retortijones, diarrea, cefaleas, 

náuseas entre otros síntomas y pueden llegar a representar un peligro para la salud para 

niños, bebes y personas con sistemas inmunológicos gravemente comprometidos. 

 1.1.3.3 Escherichia coli en leche cruda. 

Existen muchos indicadores para poder comprobar la calidad sanitaria que tiene un 

alimento, la detectar E. coli, es de suma importancia, su presencia significa que existe una 

contaminación indirecta o directa que procede de origen fecal, cabe recalcar que en la 

mayoría de los casos estas vienen acompañados de otro patógenos intestinales. (Guillen, 

Millán & Araque, 2014). Lo antes mencionado genera una perdida en la producción 

lechera y así mismo existe una disminución en ventas, recalcando que incrementa el 
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riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) en el consumidor final. 

(Mariscal, Ibáñez, Gutiérrez, 2013). E. coli causa varias infecciones con una importante 

causa de mortalidad al rededor del mundo, siendo estas cepas capaces de provocar varios 

tipos de enfermedades que se dan por varios factores de virulencia, algunos de estos son: 

adhesina de la fimbria tipo 1 (fimH), fimbria P (papAH), cápsula polisacárida específica 

del grupo II (KpsMt II), proteína específica uropatógena (usp), sideróforo yersineabactina 

(fyuA), entre otros.  (Pitout, 2012). 

1.1.4 Características Fisicoquímicas de la leche cruda  

Las propiedades físicas que posee la leche se la pueden evidenciar en la siguiente tabla:  

Tabla 2. Características de la leche cruda 

PARÁMETROS INTERVALOS 

Punto De Congelación  -0,53° C a –0,45° C 

Punto De Ebullición 0,15° C a 100,17° C 

Densidad 1,030 a 1,033 mg/l 

Viscosidad 1,23  μPa.s 

Calor Específico 0,93 J.kg 

Índice De Refracción 1,35 

Conductividad Eléctrica Específica 40 x 10-4 mhos/25° C a 50 x 10-5 mhos/25° C 

Fuente: Características de la leche (Artica, 2014).  

En cuanto a la leche entera de ganado bovino en su composición contiene un valor 

promedio de: 3,6% de proteínas, 4,60% de grasa, sólidos totales 14,1%, el calcio fluctúa 

entre 15% y 18%, fósforo entre 10% y 12% y agua entre 85,0 y 89,9% (De los Reyes et 

al., 2010). El porcentaje de lactosa en la leche es de un 5% siendo relativamente constante 

y su rango oscila entre 4,8% a 5,2%. La lactosa se compone por una proporción de 

moléculas que son: glucosa (14 mg/100 g) y galactosa (12 mg/100 g) (Cid, 2006) y según 

Astiasarán y Martínez (2003), la leche obtenida del ganado vacuno tiene en su 

composición aproximadamente un 0,03% de ácido láctico.  
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La leche tiene cantidades minúsculas de otros minerales, como cobre, hierro, cinc, yodo, 

manganeso, boro, estaño, titanio, vanadio, rubidio, silicio, litio, estroncio, cromo, bario, 

germanio, cobalto entre otros. Por otro lado, también tiene enzimas como Proteasa 

(galactasa), lipasa, amilasa, catalasa, reductasa, peroxidasa, fosfatasa, lactasa (Luquez, 

2001). 

1.2 Leche Post tratamiento térmico  

La leche luego del proceso de ordeño circula al proceso de higienización y pasteurización, 

tratamiento que ayuda a conservarla, además de ello logra desactivar enzimas y causa la 

muerte entrópica de los microorganismos, no obstante, causan un deterioro tecnológico 

de gran magnitud sobre el valor biológico, proteínas, vitaminas y sobre las características 

organolépticas como el color, olor y sabor. Dicho perjuicio está relacionado directamente 

con la temperatura y el tiempo a la que se someta durante el tratamiento de calor, existen 

modificación tales como las miscelas de caseína y los glóbulos de grasa, los cuales son 

frágiles y su estabilidad es determinada por las fuerzas físicas de interacción molecular 

se ven afectadas por el calor. (Valdivia,2017)  

1.3 Producción de leche a nivel nacional  

En Ecuador la producción de leche produce una fuente de empleo a 1.3 millones de 

personas; siendo la gran mayoría de estos beneficiarios de pequeñas y medianas 

producciones los cuales aportan cerca del 65% del total de leche que se produce a nivel 

nacional, siendo el ordeño tipo manual el que más se usa, esto se debe al número de 

ganados que se disponen, presentando deficiencias en la parte higiénica a la hora de 

obtener la leche. De igual forma la gran parte de estos procesos industrializados se 

efectúan de forma artesanal (Puga, Meneses Cunama & Meneses Pineda, 2023). En 2021 

la producción de leche se registró en 5,7 millones de litros; el 74,85 % se destinó a la 

venta líquida, el 16,39 % se procesó en otros productos alimenticios, el 6,76 % fue para 

terneros y el 2 % restante para alimentación en balde y para otros fines (Instituto Nacional 

de Estadísticas y Censos [INEC], 2023).   
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1.4 Normativa Ecuatoriana para Leche cruda 

La Normativa NTE INEN 9:2012 establece cuales son los requisitos que tiene que debe 

cumplir la leche cruda que se destinara al procesamiento, definiendo como leche cruda 

como aquel producto que se obtiene de la secreción mamaria de los animales bovinos 

lecheros y sanos, esta leche no debe haber sufrido ningún tratamiento térmico, salvo el 

enfriamiento para mantener conservada sus propiedades y no haya sufrido ninguna 

modificación o alteración en su composición.  

Los requisitos específicos que establece la norma NTE INEN 9:2012 son: organolépticos 

los cuales incluyen color blanco opalescente o ligeramente amarillento, debe estar libre 

de olores extraños, olor suave característico a lácteo, debe tener un aspecto homogéneo 

que esté libre de materias extrañas; los requisitos físicos y químicos incluyen densidad 

relativa, proteínas, materia grasa, solidos totales, acidez titulable, solidos no grasos, punto 

de congelación, cenizas, entre otros; También están los límites máximos para 

contaminantes como el plomo y las aflatoxina M1; los requisitos microbiológicos que 

incluyen recuento de microorganismos aerobios mesófilos y recuento de células 

somáticas; y los requisitos complementarios los cuales incluyen el almacenamiento, 

envasado y el traslado de la leche cruda el cual se tiene que realizar según lo que indica 

el reglamento de leche y productos lácteos del ministerio de salud pública. 

1.5 Generalidades del cobre 

El cobre es un micronutriente el cual es necesario para la vida del ser humano, este cumple 

con funciones como la catálisis de enzimas en el sistema del metabolismo tisular, también 

efectúa una transferencia de electrónica e interactúa con el hierro en la síntesis de 

hemoglobina interfiriendo en la prevención de anemia. Este mineral también interfiere en 

la formación de huesos y mantiene a la vaina mielítica del sistema nervioso. Este se 

absorbe en el tracto gastrointestinal y son las proteínas lábiles del plasma las cuales se 

encargan de llevarlo a todos los tejidos. Las necesidades diarias de cobre se estiman en 

2,0 mg o menos porque esta cantidad se puede adquirir fácilmente con una dieta 

equilibrada consumiendo alimentos ricos en cobre como nueces, riñón, mariscos e hígado. 

La máxima cantidad de cobre que se puede tolerar antes de producir hepatoxicidad es de 
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10 mg, se recomienda que la ingesta de este mineral sea de 0,6 mg para infantes, 1,0 para 

niños y parea adultos y adolescentes de 2,0 mg de ingesta diaria (Paulina Silva, 2012).  

1.5.1 Toxicidad del cobre 

De forma general la toxicidad del cobre es rara debido a que el ser humano regula si 

excreción por vía biliar, por lo tanto, una intoxicación se puede dar por una posible 

obstrucción en el ducto biliar con acúmulo hepático de cobre. Entre los síntomas que 

produce la toxicidad están náuseas, hemorragias gastrointestinales, diarrea, vómitos, 

anemia hemolítica y dolor en parte abdominal. Una ingesta excesiva de cobre puede llevar 

a una cirrosis hepática que se conoce como la enfermedad de Wilson (Turnlund, Shils, 

Shike, Ross, Caballero, Cousins, 2006). La exposición al cobre en dosis altas provoca 

efectos letales y una dosis baja puede llevar a efectos crónicos, ya que el cobre es 

altamente toxico, esto es debido a que en su estado Cu+2 participa en reacciones que 

producen radicales de hidroxilo libres, peróxido de hidrogeno y además del anión 

superóxido. Están reacciones atacan a las biomembranas mediante la peroxidación 

lipídica desestabilizando la estructura y afectando las funciones de la célula. Estas 

estructuras tienen la capacidad de oxidar a las proteínas y desnaturalizar e ADN y ARN, 

ocasionando daños que pueden llegar a producir enfermedades como Cáncer, 

envejecimiento en las células y enfermedades neurodegenerativas (Pizzino, Irrera, 

Cucinotta, Pallio, Mannino & Arcoraci, 2017).  

1.5.2 Antecedentes del consumo de cobre 

El cobre funciona como parte de una serie de metaloenzimas las cuales actúan como 

oxidasas que ayudan a reducir el oxígeno molecular. Este componente se involucra en la 

respiración de las células, la defensa antioxidante, formación de los tejidos colectivos, la 

biosíntesis de neurotransmisores, homeostasis del hierro, entre otras. El contenido de 

cobre puede afectarse por la cantidad de alimentos, por lo que es diferente para cada 

alimento exceptuando a los que no tienen cobre en su composición. La cantidad de cobre 

en los alimentos se puede calcular de forma inapropiada por el cada 100 Kcal, 100 gramos 

en el caso de los sólidos o 100 mililitros en el caso de los líquidos o RACC (cantidades 

de referencia normalmente consumidas) (Forouzesh, Forouzesh Fatemeh, Foroushani, 

Forouzesh & Zand, 2021). 
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1.5.3 Presencia de cobre en alimentos 

El cobre es un alimento que forma parte de las necesidades de nuestra alimentación y es 

por esta razón que se debe consumir en cantidades determinadas por entidades 

reguladoras como FAO o la OMS. El ser humano no puede producir este mineral por lo 

que se ve obligado a consumirlo en diferentes tipos de alimentos y en el agua (Mehrani, 

Ebrahimzadeh, Asgharinezhad, & Moradi, 2019). El cobre puede variar según su origen, 

un ejemplo es en las industrias lácteas donde usan recipientes de cobre que aportaron 

cierta concentración de este mineral al alimento. Entre los alimentos con un elevado 

contenido de cobre son: los mariscos, los huevos, cereales, cacao, papas, legumbres, 

carnes, productos lácteos, entre otros. (Llontop, 2016). 

1.6 Nanotecnología en la industria alimentaria 

La nanotecnología como una ciencia como tal, se encarga del estudio y la manipulación 

de átomos a una escala nanométrica, entre ellas se encuentra su estudio en el área de 

alimentos. Es de suma importancia ya que incrementa el uso de nanoestructuras para dar 

un valor nutritivo, poder mejorar la textura, eliminar olores no deseados, gelatinizar 

productos, estabilizar espumas y además realizar emulsiones los cuales contengan 

nanotransportadores o los llamados nano materiales, los cuales mejoran la 

biodisponibilidad de las sustancias nutritivas, vitaminas, nutrientes, minerales o proteger 

con el uso de nano películas comestibles. (Mejia, 2019) 

Las nanopartículas de cobre son de suma importancia en todas las industrias, lo cual 

permite controlar características de un material como: tamaño, forma y morfología, 

composición química y configuración molecular para mejorar o desarrollar nuevos 

procesos y propiedades del producto. A escala de industrias alimentarias se puede 

determinar tres categorías principales de aplicación de la nanotecnología que se debe 

tener conocimiento, como es la producción agrícola, aditivos alimentarios y funcionales. 

El uso de nanopartículas en productos alimenticios permite asimilar y digerir rápidamente 

los alimentos, lo que beneficiará la salud humana, cambiar la composición de los 

alimentos consumidos por una persona con la ayuda de nanopartículas le permitirá 

controlar el contenido de sustancias nocivas y beneficiosas que contiene.  (Ojeda et al., 

2019). 
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1.7 Nanopartículas de cobre 

Las nanopartículas de cobre (NPsCu) son de alto interés, a medida que la innovación y el 

tiempo transcurre se ha evidenciado que sus propiedades se diferencian de las partículas 

de mayor tamaño cuántico, lo cual ha demostrado ser efectiva ante microrganismos en 

todo tipo de superficies, varias investigaciones compilan con resultados favorables las 

cuales se enfocan en su capacidad de poder inhibir microorganismos patógenos.  (Guzmán 

et al., 2020; Gutiérrez y Cornejo, 2017). 

En la industria alimentaria, las Nanopartículas de cobre destacan por su potente actividad 

antimicrobiana, se la emplea por ser anticancerígena y transportador de fármacos, por su 

gran aumento de la resistencia a ciertos antimicrobianos se la utiliza como microbicidas. 

(Pacheco, 2022; Calderón et al., 2022)  

El sistema NECON erradica de manera eficiente bacterias, hongos, algas y biopelículas 

del agua y los sistemas de abastecimiento de agua, sin ser corrosivo, irritante o cáustico, 

es neutro en cuanto a sabor y olor y, de acuerdo con la OMS y las directrices nacionales, 

es seguro para los humanos incluso en exposición a largo plazo. El equipo NEC-4000 tal 

como se evidencia en la Figura 2 se usa para la técnica de NPsCu, lo que nos permite 

obtener agua ionizada, para ello se debe usar agua purificada como insumo, dotado por 

un microprocesador electrónico y electrodos que cede iones de cobre. Se debe tener en 

cuenta que debe haber una bomba de agua para facilitar el paso constante y uniforme de 

agua a través del equipo, de forma que el agua y resultante este ionizada a la concentración 

que se requiere. Por ende, el motivo de la investigación es verificar la utilización de la 

técnica en la leche cruda, observando si realiza una correcta inhibición de los 

microorganismos patógenos al igual que los realiza en el agua.  (Cuenca & Medina, 2022; 

NECON GmbH ,2019). 
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Figura 2. Últimas gamas de modelos de sistema Necon. 

 

Fuente: NECON GmbH (2019). 

 

1.7.1 Características de las nano partículas ionizadas de cobre 

 

Las nanopartículas (NPs) de origen metálico y de óxido de metales han sido objetivo de 

estudios en la ciencia y la ingeniería debido a que poseen entre sus propiedades 

características ópticas, electrónicas, físicas y metálicas. Entre las características que 

poseen las NPs se tienen una alta relación del área superficial/volumen, esto favorece el 

incremento de la energía interfacial, su reactividad, la eficiencia para la absorción y su 

capacidad para ser funcionalizadas con otras moléculas de interés. Una de las 

características de las NPs metálicas son sus propiedades antimicrobianas. Las 

nanopartículas de cobre poseen dichas capacidades y, además, estas poseen un bajo costo 

y son de fácil obtención. Este tipo de nanopartículas han sido usadas para múltiples 

aplicaciones como en la fabricación de fungicidas y bactericidas (León, Orozco, & López, 

2023). 
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1.7.2 Actividad antimicrobiana de las nanopartículas de cobre 

A lo largo de la vida diaria múltiples bacterias siempre están presentes, algunas no 

representan un peligro para la salud, sino al contrario, benefician a las personas y al 

ecosistema. Las bacterias nos ayudan a preservar la vida, en el caso de las personas están 

pueden llegar a protegernos de varias enfermedades al competir con otros 

microorganismos de carácter infeccioso que intenten invadir el organismo, ayudan a sanar 

heridas, facilitan la digestión de los alimentos, aportan vitaminas y ayudan a fermentar de 

forma saludable alimentos como el yogurt, el vino o el queso (Britto, Cortez & Flores, 

2022).  

Sin embargo, así mismo un grupo de bacterias se las considerada patógenas, porque son 

capases de perjudicar la salud, así mismo también existen algunos virus y hongos los 

cuales pueden causar daños a las personas, animales y plantas. Las nanopartículas 

metálicas han demostrado llegar a ser una gran alternativa para el control de estos 

microorganismos, debido a que pueden penetrar la pared celular de las bacterias causando 

muerte celular (Figura 3.) (Britto et al., 2022). 

Figura 3. Representación esquemática del efecto antibacterial de las 

nanopartículas.  

 

 Fuente: Lira Saldivar R y colaboradores. Potencial de la nanotecnología en la 

agricultura, (2018) 
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Los estudios sobre la acción toxica de las NPs que provocan la inhibición del desarrollo 

de bacterias y esto se puede atribuir a dos circunstancias: una es la capacidad que tiene la 

nanopartícula para adherirse a la membrana de la bacteria a través de una interacción de 

origen electrostático que causa una despolarización y una alteración de su integridad esto 

lleva a una filamentación de la célula; la otra es la internalización de las NPs a través de 

los poros que tiene la membrana bacteriana debido al tamaño minúsculo, esto produce 

una solubilidad en la mismas lo puede generar una formación de radicales libres, 

aplicando esto para aquellas especies que son reactivas de oxígeno y peroxidación de los 

lípidos. Esto pude llegar a causar un estrés oxidativo para la bacteria porque desestabiliza 

la estructura de la membrana, causa una interrupción en el transporte de electrones, oxida 

sus proteínas, provoca una degradación del DNA, destruye y perturba la mitocondria lo 

que lleva al microrganismo a su muerte (Sánchez, Pillaca, Landauro, Ramirez, Lovera, 

Bernaldo,Eca, & De la Cruz, 2016). 

Las nanopartículas de cobre, se han determinado que cuentan con la capacidad de inhibir 

el crecimiento de microorganismos, varios autores destacan que el mecanismo de acción, 

tienen a presentar ciertos cambios, los cuales se debe a su tamaño y forma de la partícula, 

así también como influye la liberación de iones y la interacción de estos con la pared 

celular de las bacterias, cabe recalcar que dichas variaciones van a ser de gran 

significancia al momento de la inhibición de los mismos, para poder determinar el poder 

del mecanismo de acción de las nanopartículas de cobre, pero se debe tener en cuenta que 

una de las principales características de las nanopartículas de cobre es que presentan alta 

actividad antimicrobiana y que la liberación de sus iones se efectué en periodo de largo 

plazo. (Sanchez, 2017)  

1.8 Aplicación de las nanopartículas de cobre en la leche.  

Las nanopartículas de cobre se las emplea por que ayudan a mejor y conservar la calidad 

de la leche proporcionando propiedades antibacterianas y antifúngica, evitan la 

proliferación de bacterias y hongos, lo que además pueden prolongar la vida útil y 

mantener la calidad del mismo.  (Garay & Jaramillo, 2022) 
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1.9. Riesgos potenciales de las nanopartículas de cobre en la leche  

 Existen diversos factores que se deben de tomar en consideración, como la toxicidad, las 

nanopartículas de cobre pueden ser toxicas para las personas si son ingeridas en grandes 

cantidades o durante periodos prolongados, la cantidad de nanopartículas de cobre en la 

leche es de 1.0-1.07 mg/L día, la ingesta de nanopartículas de cobre en grandes cantidades 

puede causar efectos como daño hepático y renal.  (Crisan, Teodora & Lucian, 2021). 

1.10 Regulación y Normativa 

La organización mundial de la salud (OMS) ha establecido diferentes directrices para la 

evaluación de la seguridad de los alimentos que contienen nanopartículas. La Unión 

Europea (UE) ha establecido regulaciones en alimentos, incluyendo la obligación de 

etiquetar los productos que contienen nanopartículas. En los Estados Unidos, la 

administración y medicamentos (FDA) es la encargada de regular el uso de nanopartículas 

en alimentos (Agencia Europea de Seguridad Alimentaria, 2016). 
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CAPITULO II 

  2. METODOLOGÍA  

2.1 Método de obtención de nanopartículas de cobre 

Se emplea el equipo NEC-4000 para obtener las nanopartículas, dicho equipo permite 

obtener agua ionizada con el componente mencionado. El agua usada como componente 

principal es agua purificada. El NEC-4000 contiene entre sus componentes un 

microprocesador electrónico y electrodos de intercambio que nos sirven para ionizar el 

agua, estos se activan con un flujo de corriente continua (12 Amperes) que pasa a través 

de ellos y les permite ceder iones de cobre (la concentración de iones de cobres es 

directamente proporcional al flujo de corriente). En este proceso de obtención se mantuvo 

un flujo constante de agua de entrada, en la salida se mantuvo un flujo de agua pequeño 

para darle tiempo al electrodo a que cargue el agua con iones de cobre. 

2.1.1 Aplicación de iones de cobre en leche cruda 

Una vez obtenida el agua con una alta concentración de iones de cobre, se realizó un 

análisis del agua purificada ionizada para saber la concentración exacta. Para ello se envió 

una muestra de agua purificada tratada con NPS de cobre al laboratorio NEMALAB 

ubicado en la cuidad de Machala, parroquia el cambio en la Av. Ferroviaria. Posterior a 

ello se decidió hacer una dilución la cual se realizó de acuerdo a la ecu. 1., para obtener 

una muestra con menor concentración, mientras que, para la segunda muestra se dejó la 

concentración inicial. Una vez obtenida ambas concentraciones se realizó una mezcla con 

una proporción de 75 % leche y 25% agua purificada tratada con NPs de cobre. 

 

 

 

 

 



29 

 

𝐶1 ⋅ 𝑉1 = 𝐶2 ⋅ 𝑉2         𝑒𝑐𝑢.  1 

Donde: 

C1 = Concentración inicial 

V1 = Volumen inicial 

C2 = Concentración final 

V2 = Volumen final 

2.1.2 Cuantificación de iones cobre residuales 

Para determinar el porcentaje de las nanopartículas de cobre en la leche, se debe hacer un 

análisis residual en las muestras tratadas para establecer si está en el rango permitido en 

alimentos (Martínez Guijarro, 2020). Las muestras se enviaron al laboratorio NEMALAB 

S.A para su respectivo análisis de cobre residual, donde se empleó la técnica de 

espectroscopia de absorción atómica. 

2.2 Análisis microbiológicos en la leche 

Para los ensayos microbiológicos se utilizaron metodologías adecuadas para el análisis 

de leche pasteurizada, alineadas con lo que se establece en la Norma INEN 10:2012. Se 

realizaron los ensayos especificados para aerobios mesófilos, Escherichia coli, 

Coliformes totales, antes y después de aplicar el tratamiento. Para efectuar estos análisis, 

se debe asegurar que todo el material a utilizar esté perfectamente limpio y desinfectado, 

incluyendo el área de trabajo, que debe mantener estas mismas condiciones. Se debe 

realizar un adecuado control sobre la carga microbiana del aire la cual debe estar 

controlada durante el ensayo, además las diferentes áreas del laboratorio deben estar libres 

de insectos y polvo.       

2.2.1 Recuento de microorganismo aerobios mesófilos (RAM) 

La leche cruda y la leche tratada deben evaluarse en su calidad microbiológica, por lo 

tanto, esto se realizó por medio de un recuento de aerobios mesófilos por duplicado por 

cada muestra, según la norma NTE INEN 1529: 2006.  
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El agua peptona al 1% y el agar nutritivo fueron preparados y esterilizados de acuerdo a 

las indicaciones establecidas por el fabricante. Se preparó una solución madre añadiendo 

10 ml de leche cruda (muestra control) o tratada (4 y 11 ppm) en 90 de agua peptona al 

1%, y a partir de esta se realizaron diluciones decimales en el orden de 10-1, 10-2, 10-3,10-

4. En condiciones estériles y con ayuda de una micropipeta, se tomó 1 ml de cada dilución 

y se depositó en cajas Petri bien identificadas para diferenciar las muestras tratadas de las 

muestras control. Inmediatamente, se vertieron aproximadamente 20 mL de agar 

Nutritivo, fundido y templado a 45°C, en cada placa. El inóculo se mezcló con el medio 

de cultivo mediante un ligero movimiento en forma de balanceo (5 movimientos en el 

sentido de las manecillas del reloj y 5 en sentido contrario). Una vez solidificado el agar, 

las placas se cerraron herméticamente con cinta de papel para evitar la contaminación 

cruzada y se incubaron durante a 37 ± 1°C por 24-48h, pasado el período de incubación 

se procedió al recuento de las colonias. El recuento de las UFC/ml de la leche cruda y 

tratada con Cu se realizó de acuerdo a la ecu. 2. Se tomaron en cuenta las placas que 

contenían entre 15 a 300 colonias. 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
     𝑒𝑐𝑢 2. 

Σ𝑐= sumatoria de cada colonia en todas aquellas placas que se seleccionaron 

V = Volumen que se inoculo en la caja Petri  

n1=Número de placas en la primera dilución seleccionada 

 n2= Número de placas en la segunda dilución seleccionada 

d= Factor de la dilución en la primera dilución seleccionada (d= 1 cuando se ha inoculado 

una muestra liquida sin diluir) 

2.2.2 Recuento de E. coli y coliformes totales  

El recuento de E. coli y coliformes totales se realizó de acuerdo con lo establecido en la 

Norma AOAC 991.14. Para evaluar la calidad microbiológica de la leche cruda, se 

utilizaron placas 3M Petrifilm® E. coli/coliformes (ECC). En primer lugar, se colocó la 

placa Petrifilm en un lugar de superficie plana, posterior a ello se levantó el film superior, 
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con la ayuda de una pipeta colocada perpendicularmente a la placa, se depositó 1 ml de 

la muestra centrado en la placa. Luego, con mucho cuidado se acento el film de la parte 

superior, cuidando que no se formen burbujas de aire. Posteriormente, cuando se bajó la 

cara lisa, se puso el difusor sobre el film superior y, con precaución, se ejerció presión 

con el fin de distribuir el inóculo sobre toda el área circular, se esperó un minuto a que se 

solidifique el gel y luego se procedió a incubar las placas con la cara hacia arriba en pilas 

de cinco, durante 24 horas para coliformes y 48 horas para Escherichia coli. Las lecturas 

de las placas Petrifilm se realizaron con un contador de colonias estándar. El recuento de 

UFC/mL se realizó de acuerdo a la 2. Se tomaron en cuenta las placas que contenían entre 

15-150 colonias por placa. 

Según la AOAC OFFICIAL METHOD 991.14, las colonias de E. coli confirmadas 

presentan un color azul o rojo-azulada que se asocia al gas atrapado en la placa de forma 

independiente del tamaño o la intensidad de su color, sin contar las colonias azules que 

no presentan gas. Mientras que las colonias rojas y asociadas a burbujas de gas 

corresponderán a coliformes totales.  

2.3 Análisis Fisicoquímicos en la leche tratada con iones de cobre  

Todos los análisis fisicoquímicos se efectuaron por duplicado en la misma muestra. 

2.3.1. Determinación de densidad relativa 

Se sostuvo la probeta inclinada y se vertió la leche hasta llenarla con el fin de no formar 

espuma y la introducimos en un baño de agua procurando que el nivel de agua se 

encuentre de 1 cm a 3 cm por debajo del borde de la probeta. Cuando la temperatura de 

la leche se estabilizó se determinó su valor con un termómetro y se registró con una letra 

t. Sumergimos el lactodensímetro con cuidado hasta que se acercó a su punto de equilibrio 

e imprima un pequeño movimiento de rotación con el fin de que se una a las paredes de 

la probeta. Cuando el lactodensímetro quedo en estado de reposo y no rozó las paredes 

de la probeta se leyó la medida de la graduación que corresponde al menisco superior y 

se registró el valor como d, para el cálculo de la densidad (20/20°C) se usó la fórmula que 

se muestra en la ecuación 3 (NTE INEN 11, 1984).    
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𝑑20 = 𝑑 + 0,0002(𝑡−20)     𝑒𝑐𝑢. 3  

Donde: 

d20= densidad relativa a 20/20 °C 

d= densidad aparente a t °C 

t= temperatura de la muestra analizada en °C 

2.3.2 Determinación acidez titulable  

Se llevó la muestra a una temperatura de 20°C y se mezcló agitando levente hasta que 

homogenizo cuidando que no haya separación de la grasa por la agitación. En un matraz 

Erlenmeyer se pesó 20 gramos de muestra con una aproximación de 0,1 mg. Se diluyo el 

contenido del matraz con agua destilada (volumen 2 veces mayor) y se agregó 2 cm3 de 

solución indicadora de fenolftaleína. Se preparó una solución al 0,1 N de hidróxido de 

sodio y con una bureta se cogió una pequeña cantidad de la solución, se agregó 

cuidadosamente a la muestra de leche y agua destilada la solución al 0,1 N de hidróxido 

de sodio mientras se agitaba hasta conseguir un viraje a un color rosado persistente. Se 

continuó agregando esta solución hasta que el tono rosado duró 30 segundos y luego se 

midió en la bureta el volumen de la solución que se empleó, para el cálculo de la acidez 

titulable se usó la fórmula que se muestra en la ecuación 4 (NTE INEN 13, 1984).  

𝐴 = 0,090
𝑉 ⋅ 𝑁

𝑚1 − 𝑚
⋅ 100     𝑒𝑐𝑢. 4 

Donde: 

A = acidez titulable de la leche, en porcentaje en masa de ácido láctico. 

V = volumen de la solución de hidróxido de sodio que se emplea durante la titulación  

N = normalidad de la solución de hidróxido de sodio. 

m = masa del matraz Erlenmeyer sin la muestra de leche en g. 

m1 = masa del matraz Erlenmeyer con la muestra de leche, en g. 
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2.3.3. Determinación de contenido de grasa y proteínas  

Para la determinación de contenido de grasa y proteínas, se envió una muestra de la leche 

tratada con iones de cobre y una muestra de leche sin tratar al laboratorio LASA, el cual 

emplearon la normativa INEN 10:2012 Leche Pasteurizada. Para poder determinar un 

cambio en la misma. El método de ensayo que se aplicó por parte del laboratorio fue 

normativa INEN – ISO 8262-3 para Grasa total y para Proteínas fue la normativa INEN-

ISO 20483.  

2.3.4 Análisis estadístico.  

Se expresó todos los resultados de los análisis microbiológicos como la media ± la 

desviación estándar, se realizó el posterior análisis estadístico de los mismo, para ello se 

empleó el software estadístico Infostat v.2008 (Universidad Nacional de Córdoba, 

Argentina). Los valores del recuento de UFC/mL de RAM, E.coli y coliformes totales se 

analizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) con el fin de encontrar diferencias 

significativas entre tratamientos. Con la aplicación de un test a posteriori de comparación 

de medias Tukey (con un nivel de confianza del 95 %). Los datos se transformaron en 

logaritmo 10 (log 10) para el análisis estadístico.  
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CAPITULO III 

3. RESULTADO Y DISCUSIONES 

3.1 Tratamiento con iones de cobre 

Los resultados obtenidos del laboratorio NEMALAB S.A nos indican que el agua 

purificada y tratada con NPs de cobre obtuvo una concentración de 11,09 ppm de cobre 

residual. Al mezclar 75% de leche cruda con 25% de esta agua purificada, la 

concentración de cobre residual disminuye a 0,55 ppm en la muestra 1, mientras en la 

muestra 2 esta concentración disminuye a 1,55 ppm. Esta reducción en la concentración 

residual puede explicarse por varias razones, entre las principales que considera esta 

investigación está el hecho de que el cobre puede reaccionar con microorganismos y 

sustancias quelantes en la leche. Los iones de cobre se unen a enzimas y proteínas de los 

microorganismos, inactivándolos, o dañando sus membranas celulares. Por otra parte, las 

sustancias quelantes, como proteínas, forman complejos estables con los iones de cobre, 

disminuyendo su concentración libre. Estas interacciones reducen la actividad residual 

del cobre en la mezcla de leche tratada, resultando en una baja concentración de cobre 

residual (Prado, Vidala & Durán, 2012). Otra razón es que, al añadir este componente en 

otro (leche) e incrementa el volumen total de la solución, la concentración del Cu 

disminuye. Esto se debe a que el mismo número de moles de la sustancia se distribuye en 

un mayor volumen, provocando un efecto de dilución.  

3.1.1 Resultado de cobre residual. 

En el presente trabajo se determinó que la muestra 2 de leche tratada con 11 ppm de cobre 

presentaba un valor residual de 1,55 ppm. Según Taylor, Tsuji, Garry, McArdle, 

Goodfellow, Adams, y Menzie (2020), el consumo estimado de cobre en alimentos para 

adultos varía entre 0,93 y 1,3 mg/ L día, mientras que el Instituto de Medicina de los 

Estados Unidos establece que la ingesta diaria recomendada oscila entre 1,0 y 1,7 mg/L 

dia, y los suplementos alimenticios contienen entre 1,3 y 2,2 mg/ L día de cobre. Además, 

Bost, Oberli, Kalonji, Huneau, y Margaritis (2016) mencionan que una dosis de cobre por 

debajo de 0,8 mg tiende a tener una baja absorción, mientras que una dosis de 2,4 mg/ L 

día, presenta una mayor absorción. Por lo tanto, el valor de 1,55 ppm de cobre residual 
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en la muestra 2 de leche tratada se ajusta adecuadamente a los límites aceptables para el 

consumo humano. 

3.2 Presencia y efecto de microorganismos aerobios mesófilos, E. coli y coliformes 

totales en la calidad de la leche 

En la Figura 4 y 5. se puede apreciar un ejemplo del crecimiento de microorganismos 

mesófilos, E. coli y coliformes totales (respectivamente) de las muestras control. 

Figura 4. Microorganismos aerobios mesófilos 

 

Fuente: Los autores 
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Figura 5. E. coli y coliformes totales 

 

Fuente: Los autores 

3.3 Efecto de las nanopartículas de iones cobre sobre microorganismos aerobios 

mesófilos, E, coli y coliformes totales en la calidad de la leche tratada 

En la Figura 6 y 7. se puede observar las placas del crecimiento de los microorganismos 

aerobios mesófilos, E. coli y coliformes totales (respectivamente) de las muestras tratadas 

con NPs de cobre. 

Figura 6. Actividad antibacteriana de las NPs de cobre en el RAM. 

 

Fuente: Los autores 
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Figura 7. Actividad antibacteriana de las NPs de cobre en E. coli y coliformes 

totales. 

 

Fuente: Los autores 

En la Tabla 3. se puede visualizar los promedios obtenidos del recuento de UFC/ml para 

cada una de las muestras evaluadas.: 

Tabla 3. Promedio de UFC/ml de microorganismos aerobios mesófilos, E. coli y 

Coliformes totales en leche cruda y leche tratada con NPs. 

 RAM 

(UFC/mL) 

 coliformes totales 

(UFC/mL) 

 E. coli (UFC/mL)  

 Control 2,3 x 104  a 1,3 x 104  a 1,3 x 102  a 

4 ppm Cu 3,3 x 103  b 5,2 x 103  b 75  a 

11 ppm Cu 9,6 x 102  c 1,7 x 103  c 40  a 

Fuente: Los Autores 

Los valores obtenidos en la Tabla 3, representan en las muestras control como en las 

muestras tratadas con nanopartículas de cobre (NPs de Cu), el impacto significativo del 

cobre en la microbiota de la leche. En cuanto al RAM y coliformes totales, se observó 

una disminución significativa (F2, 5 = 76,17; p = 0,027; F2, 5 = 56,54; p = 0,0042, 

respectivamente) de UFC/ mL en las muestras tratadas en comparación a las muestras 

control. Sin embargo, en el recuento de E. coli el tratamiento con NPs de Cu no mostró 
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ser significativamente efectivo ((F2, 5 = 2,60; p = 0,2214). Por otra parte, las muestras de 

leche tratadas con NPs de Cu también presentaron diferencia significativa entre las 

distintas concentraciones ensayadas, siendo la concentración más alta la que produjo 

recuentos significativamente más bajos de UFC/ mL en RAM y coliformes totales.  

Es importante destacar que la leche cruda utilizada en los ensayos microbiológicos 

cumplía con los valores de recuento microbiano establecidos para aerobios mesófilos 

(RAM) según la norma NTE INEN 9:2015. Después de los tratamientos, los recuentos 

microbianos de RAM en las muestras tratadas con NPs de Cu no solo se redujeron 

significativamente, sino que, también se mantuvieron dentro de los límites establecidos 

por la norma NTE INEN 10:2012. En general, los tratamientos con NPs de Cu redujeron 

entre 1 y 2 unidades logarítmicas de RAM cuando las muestras se trataron con 4 y 11 

ppm, respectivamente. En cuanto a los valores de coliformes totales, a pesar de la 

reducción significativa de UFC/mL en las muestras tratadas con NPs de Cu (una 

reducción logarítmica), no se logró cumplir con los valores establecidos en la norma NTE 

INEN 10:2012, que exige un recuento de <1 UFC/mL. Los valores de E. coli si bien son 

relativamente bajos no se acercan a los recuentos establecidos por la NTE INEN 10: 2012 

para leche pasteurizada, la cual establece un valor < 10 UFC /mL. 

En general, los resultados obtenidos sugieren que, las NPs de cobre tiene un efecto 

antimicrobiano notable, sin embargo, el efecto de las concentraciones ensayadas no es 

suficiente para lograr un efecto símil a la pasteurización de la leche.   

En la Figura 8 se puede visualizar la gráfica de la reducción de la carga microbiana en los 

diferentes tratamientos con respecto al control.   

 

 

 

 

 

 

 



39 

 

 

Figura 8. Reducción de la carga microbiana 

 

Fuente: Los autores 

Hasta la finalización de la revisión bibliográfica de este trabajo de investigación, no se 

encontró estudios similares a este. Sin embargo y aunque no son comparables, es 

importante mencionar que existen estudios realizados en otras matrices, en las que se 

observó un efecto antimicrobiano del Cu. (Cuenca & Medina, 2022) indicó que al aplicar 

concentraciones de cobre con una concentración de 9 ppm lograron una reducción del 

crecimiento de micelio de Fusarium spp., en piñas en un 50,7%, los cuales evaluaron la 

actividad antifúngica de nanopartículas de cobre de iones de cobre. (Garay & Jaramillo, 

2022) mencionaron que, al aplicar una concentración de 2 ppm de Cu no se vio un efecto 

inhibidor en coliformes totales, sim embargo una concentración de 4 ppm de Cu si mostro 

un efecto de inhibición en este grupo de bacterias para jugo de naranja.   



40 

 

3.4 Efecto de las NPs de cobre sobre la calidad fisicoquímica de leche 

Para comparar el efecto en las cualidades fisicoquímicas de la leche, se aplicaron los 

mismos análisis a una muestra no tratada y a una muestra tratada con 11,09 ppm de cobre, 

siendo esta última la que mejor resultados dio en la parte microbiológica. Al comparar 

los parámetros de la leche cruda y la leche tratada con nanopartículas (NPs) de cobre, se 

observa una variación que puede indicar que el tratamiento con NPs interfiere en la 

composición de la leche, reduciendo la cantidad de minerales o alterando su estructura. 

En el caso de la densidad, se observó que la leche cruda a 15 °C tenía una densidad de 

1,025 g/ml y a 20 °C una densidad de 1,024 g/ml, mientras que la leche tratada con NPs 

de cobre tenía un valor de 1,019 g/ml a 15 °C y 1,018 g/ml a 20 °C. Los valores de acidez 

fueron menores en la leche tratada, pasando de 0,047 % de ácido láctico en la leche cruda 

a 0,037 % de ácido láctico en la leche tratada, lo que podría indicar un efecto positivo en 

la reducción de la acidez, siendo ventajoso para prolongar la vida útil de la leche. No 

existe una diferencia significativa en lo que se refiere a porcentaje de grasa total, la leche 

cruda contiene 3,6 % y la leche tratada presenta un valor de 3,3% y en lo que se refiere a 

proteína, la leche cruda tiene un valor de 3,5% y la leche que se aplicó iones de cobre 

presenta un valor de 2,3% lo que nos indica que el tratamiento con NPs no afecta al 

porcentaje de grasa y tampoco va a realizar algún cambio significativo en la proteína de 

la misma. El cobre residual en la leche no se une significativamente con las proteínas 

lácteas como la caseína por lo que su variación va a hacer mínima, en el porcentaje de 

grasa el cobre puede catalizar la oxidación de los ácidos grasos insaturados de la leche, 

lo que podría generar una mínima afectación de la estabilidad de la grasa.  

Sin embargo, estos valores no cumplen con los requisitos establecidos por la normativa 

NTE INEN 9:2012 para leche cruda, ni con los requisitos de la norma NTE INEN 10:2012 

para leche pasteurizada, lo que sugiere que la leche adquirida para las pruebas podría 

haber estado alterada previamente a su adquisición o que el tratamiento con NPs de cobre 

altera de alguna forma la composición de la leche cruda en un porcentaje.  
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CAPÍTULO IV 

4. CONCLUSIONES 

• La aplicación del tratamiento con nanopartículas (NPs) de cobre ha demostrado 

ser efectiva en la reducción de los niveles de E. coli y coliformes totales en la 

leche cruda, disminuyendo las unidades formadoras de colonias (UFC) en al 

menos una unidad logarítmica.  Esto evidencia un claro efecto inhibidor sobre la 

calidad microbiológica de la leche. Por lo tanto, a mayor concentración de NPs de 

cobre residuales en la leche, mayor será el efecto antimicrobiano. 

 

• Los análisis de las características fisicoquímicas muestran cierta variabilidad entre 

los valores de la muestra de leche cruda y la muestra tratada con nanopartículas 

(NPs) de cobre. La adición de agua purificada con NPs de cobre parece afectar las 

propiedades fisicoquímicas de la leche, como la densidad y la acidez, impactando 

así en su calidad. De acuerdo con la normativa para leche pasteurizada, se ve que 

mantiene los rangos para porcentaje de grasa total y para proteínas, lo que se 

evidencia que el tratamiento aplicado no afecta significativamente a esos 

parámetros fisicoquímicos.  

 

• Para la muestra de leche tratada con nanopartículas (NPs) de cobre, se obtuvo un 

contenido residual de cobre de 1,5 mg/L. Según las investigaciones citadas en este 

documento, el Instituto de Medicina de los Estados Unidos (IOM) proporciona 

valores de un adulto promedio que puede consumir aproximadamente 1,0-1,7 

mg/L Cu / día. Lo que nos indica que el cobre residual en nuestro producto se 

encuentra dentro del rango optimo permitido.  

 

 

 

 



42 

 

5. RECOMENDACIONES 

• Se recomienda trabajar con una concentración de cobre superior a 11,00 ppm en 

agua purificada para incrementar la cantidad de cobre en la leche y potenciar el 

efecto antimicrobiano de las nanopartículas (NPs) de cobre.  

 

• Además, se sugiere evaluar el efecto de las NPs de cobre sobre microorganismos 

patógenos como Salmonella sp. y Listeria monocytogenes, con el objetivo de 

determinar si el cobre inhibe estos dos microorganismos patógenos, lo que 

permitiría considerar este tratamiento como una alternativa no térmica a la 

pasteurización. 
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ANEXOS 

Anexo A. Obtención de NPs de cobre y uso en leche cruda  

Figura A1. Uso de agua purificada para la obtención de NPs de cobre
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Figura A2. Preparación de la muestra de leche con el tratamiento de NPs de cobre 

 

 

 

Anexo B. Análisis microbiológico 

Figura B1. Agar Buffered Peptone Water y agar Nutrient 
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Figura B2. Preparación de diluciones 
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 Figura B3. Siembra en placa 

 

Figura B4. Siembra en placa Petri flim 
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Figura B5. Conteo de colonias 

 

  

Anexo C. Análisis Físico químico 

Anexo C1. Densidad relativa 
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Anexo C2. Acidez titúlale 
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Anexo D. Recuentos de microorganismos mesófilos, coliformes totales y E.coli en 

leche cruda y leche tratada.   

TABLA D1. Microorganismos aerobios mesófilos. 

Tratamiento Replicas Placa 10-1 10-2 10-3 10-4 

Control 

R1 
P1 - 233 73 28 

P2 - 232 82 9 

 

R2 

P1 - 140 67 2 

P2 - 154 43 6 

4 ppm de Cu 

R1 
P1 - 15 8 - 

P2 - 37 9 - 

 

R2 

P1 - 41 7 AL 

P2  - 40 8 AL 

11 ppm de 

Cu 

R1 
P1 89 16 3 - 

P2 81 18 3 - 

 

R2 

P1 79 30 1 - 

P2 80 31 2 - 

 

Cálculos: 

• CONTROLES 

Replica 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
233 + 232 + 73 + 82

1(2 + 0,1(2))0,01
    

𝑁 = 28181  ;   𝑁 = 2,8 𝑥 104 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Replica 2: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
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𝑁 =
140 + 154 + 67 + 43

1(2 + 0,1(2))0,01
    

𝑁 = 18363 ;  𝑁 = 1.8 𝑥 104 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 2,3 x 104 UFC/ml 

• TRATAMIENTO 4 PPM Cu 

Replica 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
15 + 37

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 2600  ;   𝑁 = 2,6 𝑥 103 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Replica 2: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
41 + 40

1(2 + 0,1(2))0,01
    

𝑁 = 4050 ;  𝑁 = 4,0 𝑥 103 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 3,3 x 103 UFC/ml 

• TRATAMIENTO 11 PPM Cu 

Control 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
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𝑁 =
89 + 81 + 16 + 18

1(2 + 0,1(2))0,1
    

𝑁 = 927  ;   𝑁 = 9,3 𝑥 102 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Control 2: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
79 + 80 + 30 + 31

1(2 + 0,1(2))0,1
    

𝑁 = 1000 ;  𝑁 = 1,0 𝑥 102 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 9,7 x 102 UFC/ml 

 

Tabla D2. Recuento de coliformes totales 

Tratamiento Replicas Placa 10-1 10-2 10-3 10-4 

Control 

R1 
P1 - 119 18 16 

P2 - 110 20 15 

 

R2 

P1 - 149 10 20 

P2 - 156 13 15 

(4 ppm) 

R1 
P1 - 50 0 0 

P2 - 40 0 0 

 

R2 

P1 - 54 0 0 

P2  - 64 0 0 

(11 ppm) 

R1 
P1 79 12 5 - 

P2 60 17 8 - 

 

R2 

P1 AL 25 6 - 

P2 AL 15 5 - 

 

Cálculos: 

• CONTROLES 
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Replica 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
115 + 110 + 18 + 20

1(2 + 0,1(2))0,01
    

𝑁 = 12136,36  ;   𝑁 = 1,2 𝑥 104 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Replica 2: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
149 + 156 + 16 + 15

1(2 + 0,1(2))0,01
    

𝑁 = 15272,72 ;  𝑁 = 1,5 𝑥 104 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 1,35 x 104 UFC/ml = 1,4 x 104 UFC/ml 

 

• TRATAMIENTO 4 PPM Cu 

Replica 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
50 + 40

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 4500  ;   𝑁 = 4,5 𝑥 103 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Replica 2: 
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𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
54 + 64

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 5900 ;  𝑁 = 5,9 𝑥 103 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 5,2 x 103 UFC/ml 

• TRATAMIENTO 11 PPM Cu 

Control 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
12 + 17

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 1450  ;   𝑁 = 1,4 𝑥 103 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Control 2: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
25 + 15

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 2000 ;  𝑁 = 2,0 𝑥 103 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 1,8 x 103 UFC/ml 
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Tabla D3.  Recuento de E. Coli 

Tratamiento Replicas Placa 10-1 10-2 10-3 10-4 

Control 

R1 
P1 - 1 0 0 

P2 - 1 0 0 

 

R2 

P1 - 2 0 0 

P2 - 2 0 0 

4 ppm de Cu 

R1 
P1 - 1 0 0 

P2 - 0 0 0 

 

R2 

P1 - 2 0 0 

P2  - 0 0 0 

11 ppm de 

Cu 

R1 
P1 1 0 0 - 

P2 3 0 0 - 

 

R2 

P1 6 1 0 - 

P2 6 3 0 - 

 

Cálculos: 

• CONTROLES 

Replica 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
2

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 1000  ;   𝑁 = 1,0 𝑥 102 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Replica 2: 
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𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
4

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 2000 ;  𝑁 = 2,0 𝑥 102 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 1,5 x 102 UFC/ml estimativo. 

 

• TRATAMIENTO 4 PPM Cu 

Replica 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
1

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 50 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Replica 2: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
2

1(2 + 0,1(0))0,01
    

𝑁 = 100 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 75 UFC/ml 

• TRATAMIENTO 11 PPM Cu 
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Control 1: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
1 + 3

1(2 + 0,1(0))0,1
    

𝑁 = 20 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

Control 2: 

𝑁 =
Σ𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
    

𝑁 =
6 + 6

1(2 + 0,1(0))0,1
    

𝑁 = 60 
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
   

Promedio de los controles: 40 UFC/ml 

 

Anexo E. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Anexo E1. Recuentos microbianos de RAM, coliformes totales y E. coli transformados a 

log. 10. 

Caso Tratamiento RAM Coliformes 

totales 

E.coli   LOG10_RAM LOG10_Coliformes 

totales 

LOG10_E. 

coli 

1 Control 28000 12136 100 4.45 4.08 2.00 

2 Control 18000 15272 150 4.26 4.18 2.18 

3 4 ppm Cu 2600 4500 50 3.41 3.65 1.70 

4 4 ppm Cu 4050 5900 100 3.61 3.77 2.00 

5 11 ppm Cu 927 1450 20 2.97 3.16 1.30 

6 11 ppm Cu 1000 2000 60 3.00 3.30 1.78 
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Análisis de la varianza 

LOG10_RAM 

Variable N R² R² Aj CV 

LOG10_RAM 6 0.98 0.97 3.09 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 1.90 2 0.95 76.17 0.0027 

Tratamiento 1.90 2 0.95 76.17 0.0027 

Error 0.04 3 0.01 - - 

Total 1.94 5 - - - 

 

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.46705 

Error: 0.0125 gl: 3 

Tratamiento  Medias n E.E.    

11 ppm Cu 2.98 2  0.08 A   

4 ppm Cu 3.51 2 0.08  B  

Control 4.35 2 0.08   C 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 

LOG10_Coliformes totales 

Variable N R² R² Aj CV   

LOG10_Coliformes totales 6 0.97 0.96 2.30 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 0.82 2 0.41 56.54 0.0042 

Tratamiento 0.82 2 0.41 56.54 0.0042 
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Error 0.02 3 0.01 - - 

Total 0.84 5 - - - 

 

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.35503 

Error: 0.0072 gl: 3 

Tratamiento  Medias n E.E.    

11 ppm Cu 3.23 2 0.06 A   

4 ppm Cu 3.71 2 0.06  B  

Control 4.13 2 0.06   C  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 

 

LOG10_E. coli 

Variable N R² R² Aj CV   

LOG10_ E. coli 6 0.63 0.39 13.22 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 0.30 2 0.15 2.60 0.2214 

Tratamiento 0.30 2 0.15 2.60 0.2214 

Error 0.17 3 0.06 - - 

Total 0.48 5 - - - 

 

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.00822 

Error: 0.0582 gl: 3 

Tratamiento  Medias n E.E.  

11 ppm Cu 1.54 2 0.17  A 

4 ppm Cu 1.85 2 0.17  A 
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Control 2.09 2  0.17  A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 

 

Anexo F. Análisis de laboratorio  

Anexo F1. Análisis de agua purificada tratada con NPs de cobre

Anexo F2. Análisis de cobre residual en leche tratada con Nps de cobre 
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Anexo F3. Análisis de porcentaje de grasa total y de proteínas en leche cruda. 
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Anexo F3. Análisis de porcentaje de grasa total y de proteínas en leche tratada con NSp 

de cobre. 

 

 


