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Resumen

En el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo: Determinar las
propiedades fisicas y componentes quimicos por espectroscopia ultrasonica en la leche
cruda y pasteurizada no homogenizada a diferentes tiempos y temperaturas de
almacenamiento. Para la evaluacion se utilizo la metodologia de analisis de espectroscopia
ultrasénica de alta resolucion y andlisis microbioldgico con pruebas rapidas de uso de
placas Petri film (3M). Como resultado de obtuvieron buenos resultados de ajuste
matematico de acidez, solidos totales y densidad en funcion de la temperatura y tiempo
de almacenamiento, para leche cruda y leche pasteurizada. También se determind los
componentes y propiedades de la leche como contenido de proteina, grasa, solidos lacteos
no grasos, lactosa, sales, densidad, punto crioscépico, encontrandose dentro de los valores
establecidos por INACAL (2016). Los analisis microbioldgicos reportaron indicadores de
buena higiene de proceso de leche.

Palabra clave: Leche, espectroscopia ultrasonica, pasteurizacion.



Abstract

The objective of this research work was to: Determine the physical properties and
chemical components by ultrasonic spectroscopy in raw and non-homogenized
pasteurized milk at different storage times and temperatures. For the evaluation, the
analysis methodology of high resolution ultrasonic spectroscopy and microbiological
analysis was used with rapid tests using Petri film plates (3M). As a result, good results
were obtained for mathematical adjustment of acidity, total solids and density as a function
of temperature and storage time, for raw milk and pasteurized milk. The components and
properties of milk were also determined, such as protein content, fat, non-fat milk solids,
lactose, salts, density, cryoscopic point, being within the values established by INACAL
(2016). Microbiological analyzes reported indicators of good milk processing hygiene.

Keyword: Milk, ultrasonic spectroscopy, pasteurization.
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I.  INTRODUCCION

La leche, como alimento que se consume diariamente, aporta nutrientes
esenciales. Aunque se han propuesto algunos posibles beneficios del consumo de leche
cruda, todavia existen preocupaciones importantes con respecto a la gestion de la
calidad y la salud publica (Lucey, 2015). La leche cruda es un producto muy
perecedero y tiene una vida Util muy corta, ya que la leche cruda sirve como un medio
excelente para el crecimiento de bacterias (Borad et al., 2017). Por tanto, la leche cruda
es dificil de conservar o transportar a largas distancias. Para mantener la estabilidad de
la leche y aumentar la vida Util, el procesamiento de la leche siempre se utiliza para
prevenir enfermedades causadas por patdgenos 0 microorganismos  de

deterioro presentes en la leche (Meunier-Goddik & Sandra, 2011).

La NTP de INACAL (2016), exige que el recuento total de bacterias en la leche

de exige < 100 000 ufc/ml de mesdfilos y coliformes.

Los efectos adversos del uso de leche con alto contenido de conteo de células
somaticas para la elaboracion de queso incluyen una menor firmeza de la cuajada
(Politis & Ng-Kwai-Hang, 1988a), una disminucion del rendimiento del queso
(Barbano et al., 1991; Klei et al., 1998; Politis & Ng-Kwai-Hang, 1988b), aumento de
la pérdida de grasa y caseina en el suero(Politis & Ng-Kwai-Hang, 1988b), y calidad

sensorial comprometida (Munro et al., 1984a).



Determinar la composicion de la leche y sus parametros fisicoquimicos es
necesario para cumplir con los estandares de seguridad alimentaria y es importante
para que la industria lactea controle los procesos de fermentacion. Se han desarrollado
varios métodos para probar el contenido de componentes de la leche, utilizando varios
métodos como los analiticos, cada uno de los métodos tiene ventajas y desventajas.
Los métodos mas comunes son la cromatografia o la espectrofotometria,
espectroscopia infrarroja, polarimetria, gravimetria o biosensores. Dado que la leche
es un medio complejo, la mayoria de los métodos analiticos tienen inconvenientes
generales, como largos pasos de preparacién de muestras (requisitos para la extraccion
y filtracion de muestras), costos analiticos o procedimientos de calibracién complejos
gue a menudo se limitan a tipos especificos de leche o sus componentes. En base a las
referencias de la velocidad de deterioro de la leche y las técnicas de analisis
tradicionales. Como alternativa a las metodologias tradicionales de analisis, se
propone usar las técnicas rapidas como la técnica de espectroscopia ultrasonica, en la
medicion de sus componentes de leche cruda y leche pasteurizada, a diferentes

condiciones de temperatura y tiempo de almacenamiento.

1.1 Formulacién del problema

1.1.1 Problema general
¢Cual serd el valor de las propiedades fisicas y componentes quimicos
determinadas por espectroscopia ultrasénica en la leche cruda y pasteurizada a

diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento?

1.1.2 Problemas especificos



e Existird variacion de las propiedades fisicas (densidad y punto
crioscopico) en la leche cruda y pasteurizada durante diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento?

e (Existira variacion de los componentes quimicos (proteina, grasa, lactosa,
solidos lacteos no grasos, acidez total) en la leche cruda y pasteurizada

durante diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento?

e ;Existird variacion microbioldgica (mesofilos viables) en la leche cruda y

pasteurizada a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento?

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar las propiedades fisicas y componentes quimicos por espectroscopia
ultrasénica en la leche cruda y pasteurizada no homogenizada a diferentes tiempos y

temperaturas de almacenamiento.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Determinar las propiedades fisicas (solidos totales y densidad) en la leche
cruda y leche pasteurizada a diferentes tiempos y temperaturas de

almacenamiento.

2. Determinar los componentes (proteina, grasa, lactosa, solidos lacteos no
grasos, acidez total) de la leche cruda y leche pasteurizada a diferentes

tiempos y temperaturas de almacenamiento.



3. Cuantificar los agentes microbianos (mesofilos viables y coliformes) en la
leche cruda y pasteurizada a diferentes tiempos y temperaturas de

almacenamiento.

1.3 Hipotesis

1.3.1 Hipotesis general
Las propiedades fisicas y componentes quimicos determinadas por
espectroscopia ultrasénica en la leche cruda y pasteurizada a diferentes tiempos y

temperaturas de almacenamiento no varian.

1.3.2  Hipotesis especifico

1. Existe variacion de las propiedades fisicas (densidad y punto crioscopico) en
la leche cruda y pasteurizada durante diferentes tiempos y temperaturas de
almacenamiento.

2. Existe variacién de los componentes quimicos (proteina, grasa, lactosa,
solidos lacteos no grasos, acidez total) en la leche cruda y pasteurizada
durante diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.

3. Existe variacién microbiolégica (mesofilos viables) en la leche cruda y

pasteurizada a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.



II. REVISIONBIBLIOGRAFICA

2.1 LECHE

La leche de vaca, un fluido bioldgico con componentes y complejidad dnicos,
es secretada por las glandulas mamarias de Bos taurus (Yang et al., 2017). Es una parte
importante de una dieta nutritiva para bebés y nifios en todo el mundo y contiene
abundantes nutrientes con componentes bioactivos, como proteinas, lipidos, lactosa,
minerales y vitaminas (Yang et al., 2017). Estos componentes bioactivos fortalecen el
sistema inmunoldgico, el metabolismo normal, la mucosa intestinal, el crecimiento y

el desarrollo de la salud en general (Li et al., 2022a).

La leche de todas las especies mamiferos es una mezcla heterogénea de varios
componentes y posee una amplia variedad de actividades quimicas y funcionales (Park
& Nam, 2015), sus caracteristicas estdn asociadas a parametros fisicoquimicos
(Murphy et al., 2016). EI almacenamiento de la leche cruda en refrigeracion controla
la actividad acidificante de las bacterias meséfilas y asi reducir las pérdidas

econdmicas por deterioro (Cempirkova & Mikulova, 2009).

La leche de vaca es un fluido bioldgico con componentes unicos y complejos
que contiene abundantes nutrientes con componentes bioactivos, como proteinas,
lipidos, lactosa, minerales y vitaminas, que es consumido popularmente por bebés y

nifios en todo el mundo (Li et al., 2022a; Yang et al., 2017)



La leche, una de las mejores fuentes de alimentos, es una parte importante de
la nutricion humana. La leche cruda es rica en proteinas, grasas, lactosa y muchos otros
nutrientes naturales y también proporciona excelentes condiciones de crecimiento y

reproduccion para los microorganismos (Champagne et al., 1994).

La leche se considera un ‘alimento perfecto' debido a su alto valor nutricional
y propiedades sensoriales muy aceptables (Zeinhom & Abdel-Latef, 2014). (Gabriel
& Marquez, 2017) explicaron que el valor nutricional superior de la leche también la
convierte en un sustrato ideal para los microorganismos. Aparte de su composicion
nutricional, su alta actividad acuosa y baja acidez favorecen facilmente la
supervivencia y proliferacion microbiana. Los microorganismos patégenos pueden

introducirse en los diferentes productos lacteos de diversas maneras.

Leche cruda: La leche cruda de buena calidad no debe contener residuos ni
sedimentos; no debe ser insipida ni tener color y olor anormales; debe tener un
contenido de bacterias bajo; no debe contener sustancias quimicas (por ejemplo,
antibiodticos y detergentes), y debe tener una composicion y acidez normales (FAO,

2023).

Calidad de leche cruda: La calidad de la leche cruda puede deteriorarse
debido a un manejo inadecuado de los utensilios de ordefio, transporte o adulteracion
(grasas, sales, agua, entre otros), aumentando la carga bacteriana y propiciando
propiedades indeseables de acidez, rancidez o agriado (Alais, 1985; Bath et al., 1978;

Newburg et al., 1995).



La leche se considera uno de los alimentos mas completos, rico en nutrientes
esenciales que incluyen proteinas, grasas, carbohidratos, vitaminas y diversos

minerales necesarios para un crecimiento y desarrollo saludables (Sharabi et al., 2018).

Después de la recoleccion, la temperatura de la leche cruda es de alrededor de
38 °C y, por lo tanto, es necesario enfriarla rapidamente y mantenerla a temperaturas
de refrigeracion, ya que su rico perfil nutricional, su pH casi neutro y su alta actividad
de agua hacen de la leche el ambiente perfecto para la proliferacién de varios
microorganismos (Lundén et al., 2004). La composicion y diversidad microbiana de la
leche cruda puede estar vinculada a diversos tipos y origenes de polucidn, que ocurren
antes o después de la recoleccidn. Las bacterias ya pueden surgir cuando se excreta la
leche (antes de la recoleccion), por ejemplo, si la glandula mamaria esta infectada
(mastitis), lo cual es la enfermedad mas habitual asociada con el ganado lechero.

(LeJeune & Rajala-Schultz, 2009).

La contaminacién poscosecha puede derivar del entorno de la granja lechera
durante la produccion, recoleccion, procesamiento, distribucion y almacenamiento de
leche. Estos contaminantes pueden resultar de heces, alimentos para animales, lodo,
agua, suelo, manipulacion humana, utensilios agricolas, tuberias de distribucion,
tanques a granel o de transporte (Damm et al., 2017). Staphylococcus, Campylobacter
, Listeria , Escherichia , Salmonella, Micrococcus , Clostridium , Yersinia
enterocolitica y Bacillus (células vegetativas y de esporas ) se asocian cominmente

con la contaminacion de la leche cuando existen condiciones sanitarias inadecuadas o



deficientes (Papademas & Bintsis, 2010). EI mantenimiento de una temperatura baja
(4-10 °C) unavez que la leche se recolecta o transporta para su posterior procesamiento
sigue siendo uno de los factores mas cruciales para la calidad general de la leche cruda,
ya que ralentiza el crecimiento microbiano y el deterioro quimico (Koutsoumanis
et al., 2010). Sin embargo, los microorganismos psicréfilos pueden proliferar a bajas
temperaturas, liberando lipasas y proteasas responsables de cambios organolépticos,

como rancidez y sabores amargos (Mcclements et al., 2001).

La leche cruda de vaca es apreciada en la industria por sus caracteristicas
fisicas, quimicas y microbioldgicas (WingChing-Jones & Mora-Chaves, 2013). Esta
compuesta por agua, grasa, proteina, lactosa y minerales (Walstra et al., 2006). Estos
componentes varian segun el patrén racial de los animales (DePeters et al., 1995), las
condiciones climaticas en donde se desarrolla el sistema de produccién (WingChing-
Jones & Mora-Chaves, 2013), el estado sanitario de la ubre (Alhussien & Dang, 2018),
el nimero de lactancia (Bohlouli et al., 2015), el contenido de almidones (Gao & Oba,
2016), el balance cation anién (lwaniuk & Erdman, 2015) y el contenido de proteina
en la dieta (Sinclair et al., 2014); la edad del animal (Bohlouli et al., 2015), el estado
de lactancia (Bohlouli et al., 2015), y los litros producidos al dia (Feltes et al., 2016)

entre otras variables.

Para garantizar altos estandares de la leche, se deben considerar varios factores,
como el estado sanitario de la leche, la calidad fisicoquimica y el desempefio

tecnoldgico (Figueroa et al., 2020).



Leche pasteurizada: Es la leche que después que sera adquirida, se
pasteurizara a 65 °C por 30 minutos, durante la pasteurizacion serd controlado el
tiempo y temperatura de pasteurizacion y finalmente sera evaluado la letalidad térmica.
El objetivo de la pasteurizacion es destruir efectivamente los microorganismos como

Mycobacterium tuberculosis y Coxiella burnetti (FAO, 2023).

2.2 CALIDAD DE LECHE

El término “alta calidad”, desde una perspectiva microbiologica, se utiliza a
menudo para referirse a la leche cruda con bajos recuentos totales de bacterias; sin
embargo, el término también puede usarse para describir la leche cruda con niveles
bajos de ciertos grupos de bacterias (p. €j., coliformes). De hecho, se han utilizado
pruebas para varios grupos de bacterias de la leche cruda como indicadores de la
calidad de la leche cruda mas alla del recuento total de bacterias, en particular, el
recuento de incubacion preliminar para bacterias psicréfilos, el recuento de
coliformes, el recuento de pasteurizacion en laboratorio, para bacterias
termodaricas y, con menos frecuencia, pruebas de recuento de esporas. Los resultados
de estas pruebas pueden usarse para indicar deficiencias especificas en précticas de
higiene; por ejemplo, la presencia de altos niveles de coliformes (p. ej., >100 ufc/mL)
puede indicar que las vacas no se limpian adecuadamente antes de conectar la unidad

de ordefio (Murphy & Boor, 2000).

2.2.1 Parametros microbioldgicos de la leche cruda



El recuento total de bacterias es la medida mas utilizada de la calidad
microbiana de la leche cruda y se mide en los Estados Unidos utilizando varios
métodos aprobados, incluido el recuento en placa estandar, el recuento en asa en placa,
el recuento aerobico de Petrifilm (3M) y la citometria de flujo (Martin et al., 2023).

Los coliformes son un grupo de bacterias definido por el método que son
bacilos gramnegativos aerdbicos o anaerdbicos facultativos, no formadores de esporas,
capaces de fermentar la lactosa para producir gas y acido en 48 h a una temperatura de
32 a 35 °C (Davidson et al., 2004). Los coliformes se han utilizado durante mas de un
siglo como indicadores de contaminacion fecal en agua, lacteos y otros productos
alimenticios (Martin et al., 2016), aunque cabe destacar que el grupo de coliformes en
general no esta estrictamente asociado con la contaminacion fecal, y De hecho, los
coliformes fecales son un pequefio subconjunto del grupo de coliformes mas grande,
muchos de los cuales estan asociados con fuentes ambientales (p. ej., agua,
vegetacion). ElI método estdndar para el recuento de CC es el uso de agar bilis rojo
violeta, con pruebas de confirmacion de colonias tipicas para la produccion de gas y
acido en medio de bilis verde brillante; sin embargo, el uso de medios de pelicula
deshidratados (p. ej., 3M Coliform Petrifilm) es generalizado debido a la simplicidad

del método (Davidson et al., 2004).

Las bacterias coliformes en la leche cruda son utilizadas como indicadores de
higiene, y los limites para una leche cruda de alta calidad no deben exceder los 10
ufc/ml (Jayarao & Wolfgang, 2003a), niveles entre 100 y 1000 ufc/ml, indican una
falta de higiene (Ruegg & Reinemann, 2002). (Pantoja et al., 2009) registraron una

media de 1,7 log ufc/ml (50 ufc/mL en 7200 muestras de leche cruda de 16 granjas
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lecheras en Wisconsin, (Jayarao et al., 2004) registraron una media de 70 ufc/mL en
126 granjas lecheras de Pensilvania, asignandoles como leche cruda de calidad
aceptable. (Jayarao & Wang, 1999) informan una media de 3,4 log ufc/ml (2500

ufc/ml) de coliformes en 130 muestras de leche cruda en tanques a granel.

2.2.2 Requisitos fisicoquimicos

Calidad fisicoguimica de la leche: Son las siguientes especificaciones

técnicas segun la NTP 202.001 (INACAL, 2016)

Tabla 1l
Especificaciones Técnicas Fisicoquimicas

Especificaciones

Caracteristica Unidad Mimo MAXImo
Densidad a 15°C g/m 1,029 1,034
Materia lactea 9/100 g 3,2
Acidez titulable g/100 g
como &cido lactico 0,13 0,17
Ceniza 0/100 g -- 0,07
Extracto seco 9/100 g 11,4
Extracto seco 9/100 ¢ 8.2
magro ’
Caseina en la 0/100 g Proporcién natural ----

entre la caseinay la

roteina la 1
proteina lactea proteina

Fuente: INACAL (2016)

Punto crioscépico: Corresponde a la temperatura en la cual la parte liquida y

los solutos se encuentran en equilibrio, los valores normales flucttan entre -0,510 y -
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0,530 °H, debido a que se encuentran en equilibrio con la presién osmotica de la leche

(Juérez-Barrientos et al., 2016).

Calidad de leche: Se define a las caracteristicas nutricionales (como el
porcentaje de los diferentes constituyentes quimicos como: proteinas, grasa, lactosa,
minerales, vitaminas, solidos no grasos y solidos totales entre otros) y microbioldgicas,
que cumplen con las exigencias de las normas establecidas. La calidad microbioldgica
se refiere a la presencia de microorganismos patdgenos, de residuos de antibioticos y
medicamentos (inhibidores) presentes; y su presencia fuera del limite establecido
pueden afectar la salud humana y los procesos de transformacion de la leche. Conteos
altos de bacterias y de células somaéticas, producen alteraciones en las propiedades
nutritivas y organolépticas de la leche y reducen la vida Util de los derivados lacteos

(Calderon et al., 2006).

(Calderdn et al., 2006) realizan una clasificacion de acuerdo a sus componentes

como se muestra en la Tabla 2.

Acidez de leche: La acidez, es producida por la presencia de las bacterias
acido- lacticas; que transforman la lactosa en &cido lactico, acético y propionico;
acidos grasos y acetona provenientes de la utilizacion de las grasas. EI metabolismo
de las proteinas produce indicadores de putrefaccion como indol, estos metabolitos
llegan a desestabilizar la leche por aumento de la acidez, fruto de la proliferacion

bacteriana (Calderon et al., 2006).

12



Proteina de leche: La proteina es el componente quimico méas importante de

la leche por ser necesaria para los mamiferos que dependen en las primeras etapas de

la vida y puede dividirse en dos grupos la caseina y proteinas del suero. Dentro de la

caseina, se encuentran la aS1, aS2, b y la kappa y las proteinas del suero incluyen a

lactoalbtimina, B lactoglobulina, inmunoglobulinas y seroalbuminas (Rodriguez &

Novoa, 1994). Actualmente, ha adquirido una mayor importancia la kappa-caseina;

debido a que conforma y retiene una mayor cantidad desolidos, formando una

cuajada mas firme y densa; lo que influye sobre el mayor rendimiento de la conversion

de leche en cuajada (Trujillo & Noriega, 2001).

Tabla 2
Clasificacion de las leches de acuerdo a sus componentes.
Variable Excelente Buena Regular mala
Densidad (g/ml) >1.029 >1.029 1.028-1.029  <1.028
Punto crioscopico (°C) -0.545a-0.531 -0.530a-0.521 -0.520a-0.501 <-0.545
Contenido de lactosa
>53 53a4.9 49a4.6 <46
(%)
Contenido de proteina
>3.2 32a28 2.8a2.6 <2.6
(%)
Contenido de grasa (%) >3.5 35a33 3.3a3.0 <3.0
Solidos no grasos (%) >8.7 8.7a84 8.4a8.0 <8.0
Solidos totales (%) >12.2 1182120 11.3a118 <11.3
Mesofilos ufc/ml *10"3 <50 50 a 100 100 a 300 >300
Células somaticas *10"4 <100 100 a 200 200 a 400 >400

Fuente: (Alpina, 1992)
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Grasa de leche: La grasa, es otro de los componentes quimicos de la leche y
es la responsable no sélo del aroma y sabor del queso; sino también de su cuerpo y
textura; ya que un queso elaborado sin grasa generalmente posee una consistencia dura
e insipida y no desarrolla el aromay sabor tipico (Rodriguez & Novoa, 1994). También
es el componente mas variable de la leche y puede estar influenciado por factores como
la raza, edad de la vaca, estado nutricional, estado de la curva de lactancia y tipo de
alimentacion (Marranzano et al., 2018; Ramos et al., 1998).

Solidos totales: Los solidos totales son la sumatoria de los porcentajes de las
proteinas, de la grasa en emulsion, lactosa, vitaminas y sales. Por lo tanto, una
disminucion o aumento en alguno de estos constituyentes puede influenciar el
contenido total de los solidos; siendo el porcentaje de grasa, el factor que mas influye
en la sumatoria (Bylund, 2003). La determinacion del porcentaje de sélidos totales,
reviste importancia en cuanto a la manera de detectar adulteraciones por aguado en la

leche (Alpina, 1992).

Se utilizan diferentes caracteristicas de la leche cruda para garantizar la calidad
de la leche cruda utilizada en el procesamiento a altas temperaturas. Un método
utilizado para predecir la estabilidad térmica de la leche es la prueba de coagulacion
térmica (encima de 100°C) (Davies & White, 1966). Estudios anteriores han medido
el HCT de la leche cruda, es decir. antes del tratamiento UHT, y descubrieron que la
leche con HCT bajo se asociaba con una mayor descamacion durante el tratamiento
UHT vy la formacion de limo durante el almacenamiento (Deeth, 2010). Se ha

descubierto que el tamafio (Van Boekel et al., 1989) e incluso pequefios cambios en el
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pH causan grandes cambios en la estabilidad térmica (Deeth & Lewis, 2016; Jeurnink

& De Kruif, 1995; Van Boekel et al., 1989).

El pH natural de la leche es de alrededor de 6,7 y reducirlo reduce la carga
negativa neta de las proteinas, lo que promueve las interacciones proteina-proteina
(Day et al., 2017). Segun los fabricantes de equipos de procesamiento UHT, el pH de
la leche cruda debe ser superior a 6,65 para que no cause problemas de procesamiento
UHT, como suciedad en las superficies de calentamiento (Pak, 2018). La prueba de
etanol se ha utilizado, como un método econdmico y rapido, para detectar leche cruda
si es apta 0 no para el procesamiento a altas temperaturas (Horne, 2016). Se
recomienda que la estabilidad del etanol en la leche cruda destinada al procesamiento
a altas temperaturas sea al menos del 74% (Shew, 1981). El fundamento para explicar
la baja estabilidad al etanol de la leche cruda, el bajo pH causado por bacterias
productoras de acido, genera el desequilibrio de la sal, un alto concentracion de calcio
ionico o alto contenido de proteina sérica consecuencia de ello la precipitacién de la

proteina (Deeth & Lewis, 2016; Horne, 2016).

2.2.3 Requisitos organolépticos

Calidad organoleptica: Para evaluar la calidad organoléptica se consideran

los siguientes parametros sefialado por la NTP 202.001 (INACAL, 2016):

e Color: Se verifica que la leche no tenga un color marrén o desagradable. —

Olor:
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e Olor: Que el producto no tenga mal olor, sino por el contrario debia tener un
olor fresco.
e Sabor: El sabor de la leche debera ligeramente dulce.

e Materias extrafias: la leche no debe poseer materiales extrafios que se

adhieren a ella durante el ordefio y transporte.

Calidad microbioldgica: la leche debe cumplir integramente con la totalidad de los
criterios microbioldgicos correspondientes a su grupo o subgrupo para ser

considerados aptos para el consumo humano como se indica los requisitos minimos

en la Tabla 3.

Tabla 3

Requisitos microbioldgicos de la leche cruda para el uso de la industria lactea
Agente microbiano Categoria  Clase N Llr;nlte porl\r?I
Aerobios mesofilos 3 3 5 1 5*%10"5 1076
Coliformes 4 3 5 3 1072 1073

Fuente: INACAL (2016)

2.3 ALTERACIONES DE LA LECHE

Alteraciones que podrian relacionarse a diversos factores como: propios y de

manejo del animal, también a la adicion de agua; azUcar, sales, bicarbonato de sodio,

hidroxido de sodio, formaldehido o como en el caso de leche en polvo para incrementar

la concentracion de so6lidos (Nascimento et al., 2017).
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En el proceso de temperatura ultralta (UHT), la leche experimenta una
temperatura superior a 135°C durante unos segundos, lo que le da al producto una vida
atil de varios meses cuando se almacena a temperatura ambiente. Los cambios
quimicos y fisicos en la leche pueden causar sabores desagradables, oscurecimiento,
separacion de grasa, sedimentacion o gelificacion durante el almacenamiento posterior
(Anema, 2017; Deeth, 2010). Los factores importantes que influyen en la variacion de
la leche procesada, son los parametros del proceso, el tipo de envase, la temperatura y

tiempo de almacenamiento (Deeth, 2010; Schiano et al., 2017).

2.3.1 Alteraciones fisicas

Durante el almacenamiento de leche UHT, los glébulos de grasa pueden
agregarse y flotar hacia la superficie, lo que resulta en la separacion y adhesion de la
grasa al material de empaque (Ramsey & Swartzel, 1984). La separacién de grasas
esta estrechamente relacionada con la temperatura de almacenamiento y el tamarfio de
los globulos de grasa (Hardham et al., 2000; Lu et al., 2013). La tasa de separacion de
grasa se ve afectada por la eficiencia de la homogeneizacién, un menor tamafio de los
glébulos grasos retardara la separacion de grasa el cual contribuird a una mayor
estabilidad (Lu et al., 2013). En las leches procesadas, la formacion de sedimentos y
la gelificacion también son problemas bien conocidos. Se sugiere que el sedimento,
gue forma una capa compacta que se adhiere al fondo del envase, consiste en agregados
de proteinas o particulas de proteinas de varios tamafios (Gaur et al., 2018; Malmgren
et al., 2017). Se ha verificado que la formacion de sedimentos se incrementa con la

temperatura de almacenamiento (Gaur et al., 2018; Malmgren et al., 2017; Ramsey &
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Swartzel, 1984). La gelificacion de las proteinas en leches procesadas, que consiste en
una red tridimensional y voluminosa de proteinas, puede ocurrir por acciones

enzimaticas o no enzimaticos (es decir, fisicoquimicos) (Anema, 2017).

2.3.2 Alteraciones microbioldgicas

2.3.3 Alteraciones sensoriales

Desde el punto de vista del consumidor, las propiedades sensoriales de la leche
son muy importantes, incluidos el sabor y el color, asi como la estabilidad visual, como
la separacion de la grasa, la adhesion de la grasa al material de envasado y la formacién
de sedimentos. Los métodos sensoriales para evaluar productos lacteos van desde
experimentos simples hasta paneles capacitados con personas no capacitadas,
encuestas a consumidores y andlisis quimicos (Schiano et al., 2017). La percepcion
sensorial en la evaluacion de la leche varia ampliamente entre los panelistas (Walstra
et al., 2005) y esta influenciada principalmente por la composicién quimica, como
grasa, proteina, lactosa y por el nivel severo de proceso (Oupadissakoon et al., 2009;
Schiano et al., 2017). Asi la leche pasteurizada, tiene un sabor mas sulfuroso debido
al tratamiento térmico intenso de calentamiento sometido (Schiano et al., 2017). Los
consumidores suecos generalmente consideran estos sabores indeseables, por lo que
esta es una de las razones por las que la leche procesada tiene s6lo una cuota limitada
en el mercado de Suecia. Después del almacenamiento prolongado de leche
sobrecalentada, los principales procesos que afectan el sabor y el color son las

reacciones proteoliticos, lipoliticos, oxidativos y la reaccion de Maillard, que se inici
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mediante un tratamiento térmico severo de la leche sobrecalentada (\Van Boekel et al.,
1989; Walstra et al., 2005). En la fase inicial de la reaccion de Maillard, el aztcar
reductor de la leche como la lactosa, reacciona con grupos amino de la proteina
(principalmente residuos de lisina) (\Van Boekel et al., 1989). Los compuestos volatiles
se forman principalmente en la fase media de la reaccion de Maillard (Sunds et al.,
2018) y en la fase final de la reaccion de pardeamiento no enzimatico, que consiste en
la condensacion de compuestos de amina y fragmentos de azlcar, dando como
resultado la formacion de polimerizacion proteinas dando un color melanoidinas
marrones (Al-Saadi & Deeth, 2008; Van Boekel et al., 1989). En un estudio (Hansen
et al., 1980), de la leche UHT calentada a 149°C durante 3,4 segundos, evaluado por
un grupo no entrenado, encontré que el sabor mejoraba ligeramente cuando la leche se
refrigeraba a 4°C durante 24 semanas. Fink & Kessler (1986), evaluaron una leche
sobrecalentada y almacenado a 4, 20 y 35 °C, por un panel capacitado, encontrandose
que el sabor de la leche sobrecalentada se deterioraba ligeramente al aumentar la
temperatura de almacenamiento, pero aun se consideraba aceptable después de 20

semanas de almacenamiento.

2.4 FACTORES INFLUENTES PARA LOS CAMBIOS EN LA LECHE

La calidad de la leche responde a una serie de factores extrinsecos (higiene del

de la sala de ordefio, higiene del personal, animal, almacenamiento de la leche) e

intrinsecos (salud del animal) (Reis et al., 2013).
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La calidad de la leche cruda puede deteriorarse debido a un manejo inadecuado
de los utensilios de ordefio, transporte o adulteracion (grasas, sales, agua, entre otros),
aumentando la carga bacteriana y propiciando propiedades indeseables de acidez,

rancidez o agriado (Alais, 1985; Bath et al., 1978; Newburg et al., 1995).

La calidad de la leche cruda puede deteriorarse debido a un manejo inadecuado
de los utensilios de ordefio, transporte o adulteracién (grasas, sales, agua, entre otros),
aumentando la carga bacteriana y propiciando propiedades indeseables de acidez,

rancidez o agriado (Alais, 1985; Bath et al., 1978; Newburg et al., 1995).

2.4.1 Influencia de las bacterias

Los sistemas cerrados de tuberias de leche, un mejor disefio sanitario, vacas
mas limpias y sistemas de limpieza in situ méas eficientes permiten a las granjas
producir leche cruda con menos contaminacion microbiana. El enfriamiento rapido de
la leche cruda a granel utilizando enfriadores de placas integrados, minimiza el
crecimiento de bacterias contaminantes. Como contraparte el enfriamiento rapido y el
almacenamiento en frio de la leche cruda favorece el crecimiento de bacterias
psicrotroficas. La pasteurizacion HTST mata las bacterias resistentes al frio que no
forman esporas, especialmente Pseudomonas spp. Pseudomonas Debe cultivarse en
cantidades relativamente grandes (p. ej., 1*10%) en leche cruda antes de la
pasteurizacién para eliminar el mal sabor directo (Barbano et al., 2006). Las
bacterias Gram-negativas  resistentes  al frio producen proteasas y

lipasas termoestables, y los altos niveles de estos microorganismos en la leche

20



cruda pueden producir enzimas termoestables que pueden causar problemas de mal
sabor en la leche pasteurizada al final de su vida dtil. Sin embargo, si la leche cruda
utilizada para el procesamiento de leche liquida cumple con el estandar de recuento de
bacterias de clase A de la leche pasteurizada ordinaria, entonces la cantidad de
bacterias psicotolerantes en la leche cruda no deberia causar
problemas en el suministro de leche. Ahora la calidad es buena. La contaminacion de
la leche pasteurizada por bacterias gramnegativas psicrofilas suele limitar la vida util

de la leche pasteurizada convencional a 14 a 17 dias.

Hoy en dia, las condiciones mejoradas de procesamiento y envasado de la leche
después de la pasteurizacion eliminan los problemas de deterioro causados por las
bacterias gramnegativas y reducen la cantidad de bacterias grampositivas resistentes
al calor y al frio, como Bacillus spp. y microbacterias (Fromm & Boor, 2004; Ralyea
et al.,, 1998). La eliminacion de los microorganismos de deterioro Gram-positivos
resistentes al frio es el proximo obstaculo para extender la vida Gtil de la leche liquida
pasteurizada HTST. Sin embargo, no esta claro si los microorganismos de deterioro
Gram-positivos resistentes al frio se originan a partir de las biopeliculas que se

encuentran en los tanques a granel de las plantas de procesamiento.

2.4.2 Influencia de las esporas

Las esporas pueden ingresar a la granja lechera, causando problemas mas

dificiles con la vida dtil de la leche liquida que con las células bacterianas. Las pruebas

de sedimentos dan una indicacion aproximada de la carga potencial de formacién de
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esporas en la leche cruda; el conteo de bacterias post pasteurizacion en laboratorio son
un mejor indicador del nivel de formacion de esporas en la leche cruda. Por lo tanto,
estas dos pruebas se utilizan a menudo como estandar en los programas de mejora de
la calidad de la leche cruda. La leche cruda generalmente tiene un recuento bajo de
esporas, pero puede soportar la pasteurizacion HTST incluso a temperaturas muy por
encima de la temperatura minima de pasteurizacion (p. ej., 78°C 15 un 30 s). La leche
liquida pasteurizada por HTST con un recuento total de bacterias < 20 000 ufc/ml y
una vida util de 14 dias generalmente se echa a perder en 25-30 dias debido al
crecimiento de cuerpos formadores de esporas. (Fromm & Boor, 2004) informaron que
estos formadores de esporas Gram-positivos en la leche liquida procesada eran
principalmente especies de Paenibacillus y Bacillus. Las esporas derivadas de la leche
cruda presentan un gran desafio para lograr una vida til prolongada de la leche HTST
refrigerada, y la eliminacion de las esporas de la leche cruda mediante microfiltracion
puede ser una solucion futura que se puede usar en el procesamiento de leche liquida

(Barbano et al., 2006).

2.4.3 Influencia de conteo de células soméaticas (SCC)

El SCC de la leche aumenta cuando las vacas tienen mastitis. La mastitis es
una inflamacién de la ubre de la vaca, generalmente como resultado de una infeccién
bacteriana. La leche de vacas infectadas se caracteriza por un aumento de SCC en la
leche cruda. La mastitis afecta a casi todos los componentes mayores y menores de la

leche (Kitchen, 1981; Munro et al., 1984b). Debido a la respuesta inflamatoria, la
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secrecion de componentes lacteos sintetizados durante la mastitis disminuye y los
componentes sanguineos ingresan a la leche (Kitchen, 1981). Estos componentes de la
sangre contienen varias enzimas hidroliticas que cambian la composicion de la leche
al descomponer la caseina y la grasa de la leche (Grieve & Kitchen, 1985). Se han
conocido actividades proteoliticas (Verdi & Barbano, 1988) y lipoliticas (Azzara &
Dimick, 1985) aumentadas en la leche cruda. La principal enzima proteolitica
asociada con alto contenido de células somaticas en la leche es la plasmina
termoestable y la principal lipasa es la lipoproteina lipasa (Azzara & Dimick, 1985).
Se ha demostrado que la mastitis (Janzen, 1972; Rogers & Mitchell, 1994) reduce la
vida util y la calidad sensorial de la leche pasteurizada, en gran parte debido a elevadas
concentraciones de acidos grasos libres. Sin embargo, los resultados sensoriales de
estos primeros estudios de leche con alto contenido de células somaticas se basaron
en la evaluacion sensorial, solo con un nimero muy pequefio de jueces lecheros. Estos
estudios no informaron datos sobre el crecimiento microbiano en muestras de leche

(Janzen, 1972; Rogers & Mitchell, 1994).

Se ha demostrado a traveés de investigaciones que la mastitis afecta
negativamente la calidad de la leche liquida pasteurizada al acelerar el desarrollo de
defectos sensoriales como la ranciedad y el amargor (Ma et al., 2000), estos defectos
posiblemente se deban a la lipolisis y la protedlisis, respectivamente. Los valores
medios de acidez de las leches mixtas frescas fueron significativamente mas bajos (P
< 0,05) en la leche con bajo SCC (0,27 mEqg/100 g de grasa) que en la leche con alto

SCC (0,43 mEq/100 g de grasa).
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Los cambios en el valor de acidez en leche pasteurizada, homogeneizada y con
2 % grasa durante 21 dias de almacenamiento a 5 °C en leche con bajo contenido de
células somaticas y un alto contenido se muestran en la Figura 1. La tasa de aumento
en el grado de valor contenido de células somaticas en leche con alta acidez fue
significativamente més alta (P < 0.05) que en leche con bajo contenido de celulas
somaticas. Aungue las leches solo se probaron para un almacenamiento de 21 dias, la
regresion lineal predijo que si los recuentos microbianos se mantuvieran bajos (es
decir, < 20 000 ufc/ml), no se observarian los malos sabores inducidos por la lipdlisis,
leche contenida de células somaticas bajo de leche hasta 68 dias de almacenamiento

(Figura 1).

Se ha demostrado que la leche cruda con alto contenido de células somaticas
tiene altos niveles de plasmina, plasmindgeno y proteasas (Verdi et al., 1987). La
plasmina es resistente al calor y en grandes cantidades puede conservarse mediante
una pasteurizacién minima (72 °C/15 s). Después del tratamiento UHT, es posible la
permanencia de un 30 - 40 % de la actividad de plasmina (Alichanidis et al., 1986).
Otros investigadores han demostrado que la protedlisis extensa de la leche puede
conducir a laacumulacién de pequefios péptidos hidrofébicos, lo que provoca amargor
(Rouseff, 1990) y astringencia (Lemieux & Simard, 1994). Un estudio (Ma et al.,
2000) reportd el potencial de la leche pasteurizada con bajo contenido de células
somaticas para lograr una vida Util refrigerada mucho mas larga que la leche con alto

cuando los recuentos bacterianos se mantienen bajos.

Figural
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Grado de acidez en leches pasteurizadas, homogeneizadas, con 2 % de grasa,
almacenadas a 5 °C.
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Un estudio (Santos, Ma, & Barbano, 2003) abord6 este tema. (Santos, Ma,
Caplan, et al., 2003) realizaron un estudio para correlacionar los indices quimicos de
la lipdlisis y la protedlisis de la leche liquida con el umbral sensorial para la deteccion
del mal sabor y descubrieron que el mal sabor podia detectarse como leche rancia en
2 niveles de lipolisis. de 0,33 mEq FFA/kg de leche, mientras que una disminucion del
4,76 % en CN-%TP daria lugar a la deteccién de sabores desagradables amargos y
astringentes en la leche desnatada. Estos indicadores quimicos de los umbrales
sensoriales de lipolisis y protedlisis se usaron luego en un estudio de seguimiento
(Santos, Ma, Caplan, et al., 2003) para determinar el efecto del contenido de células
somaticas de la leche cruda y la temperatura de procesamiento en la lipolisis y
proteolisis de la leche pasteurizada. leche enlatada (Santos, Ma, Caplan, et al., 2003)

encontraron que los umbrales de mal sabor debido a la proteolisis asociada con el
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aumento de contenido de células somaticas en la leche cruda se alcanzaron antes que
los umbrales sensoriales lipoliticos durante el almacenamiento en frio, donde la leche
con contenido de células sométicas aumentd cuando se inhibio el crecimiento

microbiano.

2.5 ESPECTROSCOPIA ULTRASONICA.

La espectroscopia ultrasénica de alta resolucion (HR-US) es una técnica
analitica para el seguimiento directo y no destructivo de las transformaciones
moleculares y microestructurales en materiales liquidos y semisolidos. Se basa en
mediciones precisas de la velocidad y atenuacién ultrasénicas en muestras analizadas.
Las areas de aplicacién de la HR-US en investigacién, desarrollo de productos y
control de calidad y procesos incluyen el analisis de transiciones conformacionales de
polimeros, unién de ligandos, autoensamblaje y agregacion molecular, cristalizacion,
gelificacion, caracterizacion de transiciones de fase y diagramas de fase, y sequimiento
de reacciones quimicas y bioquimicas. La técnica no requiere marcadores 6pticos ni

transparencia optica (Buckin, 2018).

La espectroscopia ultrasonica de alta resolucion es una técnica novedosa para
el analisis de materiales basada en medidas precisas de las variables de las ondas
sonoras de alta frecuencia que se propagan a través de la muestra. La presion oscilante
en una onda ultrasénica provoca la oscilacion de las compresiones y, por tanto, por su

naturaleza, se trata de una onda reoldgica de alta frecuencia. Esto proporciona una de
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las grandes ventajas de la tecnologia, incluida la caracterizacién de dispersiones

concentradas sin necesidad de dilucién (Smyth et al., 2004).

El tratamiento con ultrasonido (US) es un método de modificacién fisica de
bajo costo, simple y eficiente (Zhang et al., 2017). EI US de alta frecuencia se utiliza
a menudo en la deteccion y el diagndstico, mientras que el US de baja frecuencia se
aplica regularmente en el procesamiento de alimentos, incluida la extraccion de
ingredientes activos, la esterilizacion y la modificacion de proteinas. La modificacion
de proteinas mediante US de baja frecuencia se asocia principalmente con el efecto de
cavitacion inducido por ondas US (Chen et al., 2020; Vera et al., 2019). EI mecanismo
de modificacion de proteinas se puede describir de la siguiente manera: (i) los nicleos
de cavitacion presentes en la solucién vibran y crecen continuamente, acumulando
energia acustica bajo el campo US. Cuando las burbujas de cavitacion alcanzan un
cierto tamafio critico, colapsan repentinamente y liberan energia rapidamente; esto da
como resultado altas temperaturas (5000 K) y presiones (100 MPa) localizadas
alrededor de las burbujas colapsadas, que inducen cambios conformacionales de la
proteina (Akdeniz & Akalin, 2019); (ii) el colapso de las burbujas también genera
fuerzas fisicas y mecanicas, como microchorros, turbulencia y fuerzas de corte, que
promueven colisiones de alta velocidad entre particulas de proteinas y pueden alterar
su estructura espacial tridimensional altamente ordenada (Ojha et al., 2017); (iii) el
efecto de cavitacion también puede inducir la produccion de radicales altamente
reactivos y especies de superdxido en agua, que pueden alterar las fuerzas que
mantienen la estructura terciaria de las proteinas, incluidas las interacciones

hidrofobicas, asi como los enlaces de hidrogeno y disulfuro, y asi contribuir a los
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cambios conformacionales de las proteinas (Abesinghe et al., 2019). Estudios previos
han demostrado que la leche fermentada sometida a tratamiento US exhibe un aumento
sustancial tanto en el mddulo de almacenamiento (G ') como en la viscosidad
aparente (Gursoy et al., 2016; Riener et al., 2009), lo que resulta en la formacion de

una red de gel mas interconectada (Kdorzendorfer et al., 2017).
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I1l. MATERIALESY METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El trabajo fue realizado en el laboratorio de Analisis de Alimentos y centro
Experimental de Jugos y Conservas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga.

3.2 Muestra

Leche fresca fluida: 10 litros, adquiridos en la Escuela veterinaria del a UNSCH.

3.3 Materiales

e Placas Petri film para mesofilos
e Placas Petri film para E. Coli

o Fiolas de 50, 100 mL

e Erlemmeyer de 150 mL

e Pipeta de 10 ml

e Buretade5 ml

e Mechero bunsen

e Alcohol de 96 °

e Jeringa de 10 ml y 20 ml

e Tuberculinas de 1ml
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3.4 Reactivos

e Hidroxido de sodio (NaOH)
e Fenolftaleina

e Ftalato potésico acido

3.5 Equipos

e Analizador de Leche por Ultrasonido (Milkotester Master Eco)

e pH-metro

e Estufa incubadora

3.6 Materiales de seguridad

e Guardapolvo
e Mascarillas KN-95
e Tocas

e Guantes quirdrgicos

3.7 Poblacion y muestra
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Las muestras de leche cruda fueron adquiridas en la Escuela Profesional de
Medicina Veterinaria (laboratorio experimental de produccidon de leche), de la Universidad
Nacional de San Cristdbal de Huamanga, ordefio realizado a las 7.30 horas, y llevado al
Laboratorio de Andlisis de Alimentos de la Escuela profesional de Ingenieria en Industrias
Alimentarias. La leche una vez en el laboratorio, fue separado en dos grupos: un grupo
leche cruda envasado en botella de polietileno de alta densidad (HDPE) de 200 ml y otro
grupo fue pasteurizado (65 °C durante 30 minutos ), y envasado en botella de polietileno
de alta densidad (HDPE) de 200 ml y luego enfriado a 5°C. posteriormente las muestras
(leche cruda y pasteurizada) se almacenaron a temperaturas de 5 °C, 12,5 y 20 °C para
ser examinadas fisica, quimica y microbiol6gicamente en varios periodos de tiempo los

dias 1, 5, 7, 9, 12 de la fecha de produccion.

Tabla 4
Leches usadas para la investigacion.

Tipo de leche Caracteristica

Leche que fue enfriado a 5 °C y almacenado a las condiciones
Leche cruda de estudio. Envasado en botella de polietileno de alta densidad
(HDPE).
Leche sometida a pasteurizacion de 65 °C por 30 minutos,

Leche pasteurizada
Envasado en botella de polietileno de alta densidad (HDPE).
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3.8 Disefio metodoldgico

La metodologia a seguir seré de acuerdo al esquema mostrado en la Figura 2.

Figura 2.

Disefio metodologico.

Leche cruda

y

Leche Pasteurizada
T=65 °C x 30 min

v

Almacenamiento

(Tiempo y Temperatura)

Almacenamiento
(Tiempo y Temperatura)

Tiempo (h)

Temperatura °C

Temperatura °C

T1=5 |T2=125] T3=20

Tlempo (das)™T1=5 [T2=125] T3=20

{

J

Analisis en almacenamiento:

Acidez total

Densidad

Proteina

Grasa

Lactosa

Solidos lacteos no grasos

Punto crioscépico

Agua

Microbiolégicos. Meséfilos viables

En este trabajo, se aplico la metodologia de monitorizacion del equipo ultrasonido

(Milkotester Master Eco) en la determinacion de contenido de proteina, grasa, lactosa,

solidos totales, agua, punto crioscopico, en diferentes muestras de leche almacenadas a

diferentes condiciones de almacenamiento. La metodologia desarrollada fue similar a los
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ensayos espectrofotométricos; sin embargo, tiene las ventajas de eliminar la necesidad de
multiples pasos de pretratamiento/preparacion de muestras, reactivos adicionales o pasos
de reaccién, mientras que requiere mucho menos intervencion del operador. Lo que es méas
importante, las mediciones de los componentes por equipo ultrasonido (Milkotester
Master Eco) en un tiempo real, lo que permite tomar decisiones al instante. La

metodologia logra esto sin sacrificar la precision de la medicion o la exactitud.

3.9 Muestreo en almacenamiento

Se aplicd el muestreo no probabilistico, muestreo por conveniencia, para la leche
fresca cruda y leche pasteurizada, almacenadas a las condiciones de temperaturas (5, 12.5
y 20 °C respectivamente), y tiempos diferentes, como se observa en la Tabla 4 y 5, segin

la Figura 2.

Tabla5
Secuencia de muestreo para el analisis de la leche cruda.

Tiempo méximo de

Tempera_tura df Per_iqdp de almacenamiento Muestreo (h)
almacenamiento (°C)  medicion (h) (dias)
5 3 laz2 3,6,9,12,15,18,21,24
12.5 3 laz2 3,6,9,12,15,18,21,24
20 3 laz2 3,6,9,12,15,18,21,24
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Tabla 6
Secuencia de muestreo para el anélisis de la leche pasteurizada.

Periodo de Tiempo maximo de
Temperatura de .y : .
. N medicion almacenamiento Muestreo (dias)
almacenamiento (°C) . .
(dias) (dias)

5 1 12 1,2,3,.....12
12.5 1 12 1,2,3,.....12
20 1 12 1,2

3.10 Disefio experimental

El disefio experimental para la evaluacion de las variables en estudio en referencia
a las variables independientes sera de acuerdo al disefio: Superficie de Respuesta,
Factorial de 3 niveles: 3"k, donde k representa las variables independientes, como

temperatura y tiempo de almacenamiento.

Tabla7
Disefio Experimental 3"k para la evaluacion de componentes de la leche cruda.
NO
Experimento Temperatura (°C) Tiempo (h)
1 5 13
2 12.5 13
3 20 0
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5 20 26

6 5 0

7 12.5 26

8 5 26

9 12.5 0

10 12.5 13

11 12.5 13

12 12.5 13

Tabla8
Disefio Experimental 3"k para la evaluacion de componentes de la leche pasteurizada.
N°
Experimento  Temperatura (°C) Tiempo (d)

1 5 6
2 12.5 6
3 20 0
4 20 6
) 20 12
6 5 0
7 12.5 12
8 5 12
9 12.5 0
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10 125 6

11 125 6

12 125 6

3.11 Métodos de analisis

3.11.1 Acidez de la leche

La acidez de la leche se determiné siguiendo la metodologia usada por (Li et al.,
2022a). Se extrae 10 g (con una precision de 0,001 g) de muestra de leche en un matraz
conico de 150 ml y se agregaron 20 ml de agua recién hervida enfriada a temperatura
ambiente. Luego, la mezcla se mezcl6 con 2,0 ml de indicador de fenolftaleina y se titulo
con solucion estandar de hidréxido de sodio, hasta que el color se volvi6 similar al de la
solucidn de referencia y se mantuvo estable. Durante la titulacion. La acidez se calculd

como sigue.

C2(V2—Vo)
Xy=—— %100
m2 x 0.1

Donde:
Xo: Acidez de la muestra (% acido lactico).
Caz: Concentracion molar 0.1 N (mol/L) de solucién estandar de hidréxido de

sodio.
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V2: volumen (ml) de solucion estandar de hidroxido de sodio gastado en la
titulacion de la muestra de leche.
Vo: Volumen (ml) de solucion estandar de hidroxido de sodio gastado en la
titulacion en blanco.
m: Masa de la muestra de leche (mL).
3.11.2 Cuantificacion de componentes por espectroscopia ultrasonica de alta

resolucion

Se evaluo el contenido (en g/L) de grasa (G), proteina (PR), lactosa (LA), s6lidos
lacteos no grasos (SLNG), ademaés de la densidad (D en g/ml) y crioscopia (CR en °C),
usando un equipo ultrasonido (Milkotester Master Eco), previamente el equipo fue
calibrado, presentando un margen error promedio de 0.025 %, para las calibraciones se

usaron las metodologias de AOAC (Helrich, 1990).

Se agreg6 25 mL de leche en el vaso porta muestra del equipo, el vaso fue insertado
en el equipo, fue encendido el equipo, seguidamente fue definido el tipo de leche a
analizar, se acciono el comando star. En unos segundos aparecieron los resultados en la
pantalla LCD como es de: proteina, grasa, solidos no lacteos, lactosa, densidad, punto

crioscopico, agua, temperatura(Garzén et al., 2021).

Metodologia por Milko Scan, el principio del analisis por software FOSS el equipo
tomo la muestra por aspiracion por la pipeta incorporada y controlada por la valvula de

aspiracion. La muestra es calentada por el pre calentador. Es homogenizada por la bomba
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del homogeneizador. Pasa por el filtro en linea a la cubeta donde es analizada. Mostrando
los resultados en el software del equipo. Para que se lleve a cabo la medicion de la muestra
el Analista de Aseguramiento de Calidad debe cerciorarse de que el equipo no esté

realizando su limpieza o ajuste a cero que se efectiia automaticamente por el instrumento.

e Se colocd una pequefia muestra de aprox. 20 ml bajo la pipeta de absorcion
de muestra, para que sea analizada por el equipo.

e Se eligid la opcién de medicién propuesto a la formula lactea que se va a
analizar.

e Se leyeron los resultados de grasa, proteina, S6lidos No Grasos, Solidos

Totales y lactosa, visualizados en el software del equipo.

3.11.3 Analisis microbioldgico de mesofilos y Coliformes

Para determinar el nimero de bacterias aerobias mesoéfilas presente en la leche, se
utiliz6 el método del uso de placas especificas de petrifilm (3M). previamente la leche fue
preparados a través de las diluciones a 1072, 10y 10°6. Seguido las disoluciones y una
muestra de leche sin dilucion fueron inoculados a las placas petrifilm. Todos los trabajos
fueron por triplicado. Las placas se incubaron a una temperatura de 30 °C £ 2°, por un
periodo de 2 a 5 dias. Finalizado el tiempo de incubacion se realizaron los célculos
correspondientes para expresar los resultados de los contajes en placas de Petri, como

unidades formadoras de colonia por mililitro de leche (UFC/mL) (Warren et al., 2016).

38



1)

2)

3)

Leches con alto o bajo contenido de grasa pueden ser inoculadas
directamente. Para otros alimentos y productos lacteos, se prepard una
dilucion 1:100 o mayor de una muestra de alimento. Se prepararon

diluciones (102 y 10™#) de leche en agua destilada esterilizada.

Posicionar la placa Petrifilm en una superficie plana. Levante la pelicula

superior, como se muestra en la figura.

Levante la pelicula en forma perpendicular a la Placa Petrifilm, coloque 1
mL de la dilucién de la muestra de leche en el centro de la pelicula
cuadriculada inferior, con la Pipeta Electronica 3M™ (o cualquier otro

dispositivo similar).
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4) Baje despacio la pelicula superior dejandola caer sobre la muestra. No la

deslice hacia abajo.

5) Con el lado liso hacia abajo del aplicador, coloque el dispersor en la

pelicula superior sobre el indculo aplicado.
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6) Presione suavemente el dispersor para distribuir el indculo sobre el area

circular. No gire ni deslice el dispersor.

7) Levante el dispersor. Espere, por lo menos un minuto, a que solidifique el

gel.
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8) Llevar las placas caras arriba a la incubadora, en grupos de no mas de 20
piezas. Puede ser necesario humectar el ambiente de la incubadora con un

pequefio recipiente de agua estéril, para minimizar la pérdida de humedad.

9) Las Placas Petrifilm pueden ser leidas con luz indirecta en un contador de
colonias estandar o una fuente de luz con aumento. Para leer los resultados,

remitase a la Guia de interpretacion

3.12 Técnicas de procesamiento y analisis de datos
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Se utilizé el procedimiento apropiado para probar la significancia de los efectos

mediante el andlisis de varianza, mediante el disefio de bloques completo al azar.

Se procesaron los resultados con el andlisis de varianza (ANVA) a un nivel de

significancia de 5%, usando el Microsoft Excel.
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IV. RESULTADOSY DISCUSIONES

4.1 Calidad fisicoquimica de la leche cruda

En las variables asociadas con calidad nutricional de leche cruda (Tabla 9), el
contenido de grasa (%) fue de 3,53 + 0,89; proteina (%) de 3,35 * 0.44; lactosa (%)
4,49 + 0,41; solidos totales (%) de 12,22 + 0,13; Solidos no grasos (SLNG) (%) de

8,49 + 0,76; Caseina (%) 7,88 £ 0,63 respectivamente.

Tabla9

Caracteristica nutricional de la leche cruda.

Calidad nutricional Valores
Grasa (%) 3,53+0,89
Proteina (%) 3,36 £ 0,44
Lactosa (%) 4,49 £0,41
Sales (%) 0,71+ 0,01
Solidos totales (ST) (%) 12,09 £ 0,13
Sélidos lacteos no grasos (SLNG) (%) 8,56 + 0,76
Caseina (%) 7,88 £ 0,63

Medias con prueba de homogeneidad (P < 0,05).

Los resultados de calidad fisicoquimica de la leche cruda proveniente del

Centro Experimental de produccion de leche de Escuela de Medicina Veterinaria
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fueron: pH de 6,54 + 0,03; Acidez (g L) de 0,144 + 0,02; Densidad (kg m®) de 1029,0
+ 0,001 y punto crioscépico (°C) -0,554 + 0,003 para una homogeneidad de valor-p
menor de 0,05. Similares resultados (proteina 3,5 %; grasa 3,43%; lactosa de 4,86 %
Solidos totales de 12,22, punto crioscépico de -0,54, para un pH de 6,74 ) fueron

reportados por (Feliciano et al., 2023).

Tabla 10

Caracteristica fisicoquimica de la leche cruda usado en la investigacion.
Calidad fisicoquimica Valores

pH 6,54 + 0,03

Acidez (%) 0,143 £ 0,02

Densidad (kg m) 1029,8 + 0,001

Punto crioscépico (°C) -0,554 + 0,003

Mes de produccion: noviembre del 2023, célculo de medias con prueba de homogeneidad (P
<0,05).

Las diferencias minimas de los resultados en comparacién con la literatura
pueden estar relacionados con diversos factores, tales como la raza, alimentacion,
época del afio, etapa de lactancia (Dillon et al., 2003; Ktizova et al., 2014; Ozrenk &
Inci, 2008); diferencias que son de gran importancia en la elaboracion de los productos
lacteos (quesos), en particular reflejadas en el rendimiento y calidad del queso (Auldist

et al., 2004; Schonfeldt et al., 2012).

45



4.2 Comportamiento de leche cruda durante el almacenamiento

4.2.1  Acidez, densidad y solidos totales

Los resultados de las variables respuestas de acidez (% de acido lactico) solidos
totales (%) y densidad (kg/m?), en funcién de las temperaturas de almacenamiento y
tiempo, se muestran en la Figura 3. Los modelos predictivos de cada variable respuesta

fueron obtenidos en el Software Matlab 2023b.

La acidificacion fue afectada significativamente por el tiempo tanto por los
términos lineal y cuadratico (ver ecuacion). Segun la Figura 3, la velocidad se
mantiene a baja temperatura, también podemos observar que la acidificacion se
incrementa con el tiempo y temperatura, cuando ambas variables se incrementan los
solidos totales afectan de forma negativa la acidificacion y los mayores valores de la
de acidificacion se obtienen a mayores niveles de temperatura y tiempo de
almacenamiento, estos resultados fueron similares a los obtenidos por (Acevedo et al.,
2010). La acidez, los sélidos totales y la densidad presentan una correlacion positiva
con el incremento del tiempo y temperatura de almacenamiento como se puede
apreciar en la Figura 3. En condiciones normales, la leche presenta una acidez
inmediatamente después del ordefio por la presencia de fosfatos, caseinatos y didxido
de carbono (Kirk, 1999). Esta caracteristica quimica se modifica por la fermentacion
de los Streptococcus lacticos (Nasanovsky et al., 2003), quienes desdoblan la lactosa,

producen acido lactico y forman sustancias desagradables que pueden causar defectos
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como la produccién de gas, formacion de cavidades, sabores y olores desagradables.
Este aumento de la acidez es un indicativo de una inadecuada calidad higiénico-
sanitaria (Chacon Villalobos, 2005; Kirk, 1999) y almacenamiento inadecuado
(Magarifios, 2000), de la leche. Por esto uno de los analisis mas rutinarios que se

efectlan en las empresas procesadoras de leche (Chacon Villalobos, 2005).

El rango aceptable de acidez se considera entre 0,13y 0,17 g/100 g (MINAGRI
D.S. N° 007, 2017). En caso de rebasar este rango, la leche se rechaza en la recepcion.
La densidad minima para leche cruda es de 1,0296 g/L (MINAGRI D.S. N° 007, 2017).
Los solidos totales minimo segun la (MINAGRI D.S. N° 007, 2017). es de 11, 4 g/100
g. similares resultados fue reportado por (Calderon-Rangel et al., 2013), dentro del
rango 1,030 a 1,033 g/ml se hall6 el 77,77% (77/99) de las muestras de leches crudas.
Las densidades dentro del rango (1,030 a 1,033 g/ml), la acidez se determiné dentro

del rango 0.13 a 0.17% de acido lactico en el 63,63% (63/99).

47



Figura 3

Superficies predictivas para acidez (%), solidos totales y densidad en leche cruda en el rango de temperatura y tiempo de
almacenamiento.
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4.2.2  Modelos matematicos de ajuste

Los modelos matematicos obtenidos por el ajuste polinomial de regresion de

las variables respuestas en funcion de los factores de temperatura y tiempo fueron:

Ac = 0.152639 - 0.00235556*T + 0.00208974*ti + 0.000102222*T"2 +
0.0000974359*T*ti - 0.000045858*ti"2 (1)

St = 12.5632 + 0.000888889*T - 0.0103846*ti - 0.0000222222*T"2 -
0.0000769231*T*ti + 0.000258876*ti"2 @)

Den = 1028.86 + 0.25*T - 0.0211538*ti - 0.0111111*T"2 - 0.00538462*T*ti +
0.00162722*i"2 (3)

Las ecuaciones predictivas obtenidas fueron evaluadas estadisticamente a

través del andlisis de la varianza (ANVA) mostrados en la Tabla 10.

Todos los modelos explican adecuadamente la variacion de las respuestas con
un alto R?, para la acidificacion un valor de correlacion del 0,98; para solidos totales
de 0,89 y para densidad de 0,91 respectivamente (Tabla 10), manifestandose el efecto
de la temperatura y tiempo de almacenamiento de la leche, segun el valor estadistico
valor-p, de manera significativamente. Los solidos totales disminuyen con el
incremento de la temperatura y tiempo de almacenamiento, mientras la temperatura
afecta significativamente la viabilidad de las bacterias acido lacticas. Con estos

modelos podremos predecir la acidez de la leche y la cantidad de solidos totales, los
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cuales nos daran el estado de calidad de leche y como también predecir la cantidad de
cuajada a obtenerse si en caso se estuviera procesando quesos.

4.2.3  Andlisis de la varianza (ANVA) para los modelos matematicos

El resultado del andlisis estadistico se muestra en la Tabla 11. Los resultados
muestran estadisticamente significativos para las variables: acidez, sélidos totales y
densidad. La prueba de Fisher (F-calculado) mostré un valor mayor con respecto al
valor critico, lo que corrobora significancia de los resultados para alfa de 0,05. Los
coeficientes de regresion (R? y R? ajustados) muestran cercanias a 1. Por lo tanto, los
dos factores estudiados y sus interacciones cuadraticas tienen efecto sobre incremento

de la acidez, solidos totales y densidad de la leche.

El modelo matematico obtenido del ajuste polinomial es para reproducir el
comportamiento de las variables independientes (factores) con respecto a la variable
dependiente (% de acidez, densidad y solidos totales de la leche) lo cual, a partir del
analisis que se muestra en la Tabla 10, el modelo tiene un acierto de prediccion del
98,77 % en la simulacion del incremento de acidez, densidad y solidos totales

(Gutiérrez Pulido, 2012).
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Tabla 11
Analisis estadistico de regresion de los modelos predictivos polindmicos de acidez, solidos totales y densidad durante almacenamiento
de leche cruda.

Acidez (%) Solidos totales (%0) Densidad (kg/m?)
Factores

Coeficientes Valor-p Coeficientes Valor-p Coeficientes Valor-p
Al-modelo Bo 0,1526 12,5632 1028,9
Xi(Temperatura) — f1 -0,0024 0.0002 0,0009 0.6124 0,200 0.0022
X2(Tiempo) B2 0,0021 0.0000 -0,0104 0.0007 0,000 0.0057
X Au 0,0001 0.0352 -0,0000 0.9320 0,000 0.0268
X3 B2 -0,0000 0.0107 0,0003 0.0207 0,000 0.2470
X1z Frz 0,0001 0.0015 -0,0001 0.5372 0,000 0.0241
R? 0,9877 0,8975 0,9111
F-calculado 96,6887 10,5052 12,3031
Valor-p 1,1923¢-05 0,0063 0,0042
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4.2.4  Pruebas microbiologicas

En la Tabla 12 se muestran los reportes para leche, los valores de limite como
se pueden observar son: a los 9 dias a 5 °C de temperatura, 7 dias a 12.5 °C y 2 dias a

20 °C de almacenamiento, segun a las normas del (MINAGRI D.S. N° 007, 2017).

Tabla 12
Pruebas microbioldgicas de leche cruda durante diferentes periodos de
almacenamiento a diferentes temperaturas.

Almacenamiento 5°C 125°C 20 °C
(dias) Mes6filos Coliformes Mesdfilos Coliformes Mesdfilos  Coliformes
(ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml)
0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 10x10°  2x10
7 7x10 0 1x10° 0
9 2 x 108 1x10 0

Los resultados obtenidos en el conteo de bacterias mesofilicas y coliformes, en
la leche cruda almacenada a diferentes temperaturas, exceden los limites maximos
permitidos por la (MINAGRI D.S. N° 007, 2017), a los 26 horas de almacenamiento,
mientras para el coliformes aun no llega al limite maximo en ese tiempo. Cuando el
numero de microorganismos es mayor al establecido en las normas, se debe considerar
que puede ocurrir contaminacion adicional y crecimiento microbiano durante el
transporte y almacenamiento. Este resultado es diferente al presentado por (Silva,

2004), quien encontrd una gran variacién entre los valores minimo, mediano y maximo
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de mesdfilos, respectivamente 1,9 x 10* ufc/ml; 3,2 x 108 ufc/ml; y 1,6 x 108 ufc/ml,
en muestras de leche cruda refrigerada, recolectadas en un silo industrial y destinadas

al procesamiento de leche UHT.

Siempre tener presente que el contacto de la leche con animales sucios,
entornos de produccién inadecuados, fallos en la velocidad de enfriamiento de la leche
a temperaturas inferiores a 4,4 °C y la leche de animales con mastitis también pueden

provocar recuentos microbianos elevados (Pinto et al., 2006).

En los Estados Unidos de Norteamérica la ordenanza sobre la leche
pasteurizada limita el recuento de bacterias en la leche cruda de grado “A” a 100 000
ufc/ml para productores individuales o 300 000 ufc/ml para leche cruda mezclada

(FDA, 2017).

(Pantoja et al., 2009) midieron la TBC de 7.241 muestras de leche cruda en
tanques a granel de 16 granjas en Wisconsin (EE. UU.) durante un periodo de 1 afio,
reportando una TBC media de 3,1 log ufc/ml (1.259 ufc/ml), con sélo el 1,6% (n =
142) por encima del limite reglamentario de 100.000 ufc/ml. En un estudio mas
reciente, (Rodrigues et al., 2017) evaluaron 472 muestras de leche cruda de tanque a
granel de 19 granjas en el estado de Nueva York e informaron valores medios de TBC
por granja que oscilaban entre 3,01 log ufc/ml (1023 ufc/ml) y 4,11 log ufc/ml (12 882

ufc/ml).
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Las directrices sugieren gue los objetivos de TBC para una buena leche cruda
estan en el rango de <5 000 a <10 000 ufc/ml (Jayarao & Wolfgang, 2003a; Murphy
& Boor, 2000), sin embargo, estas recomendaciones estan algo anticuadas para los
productores contemporaneos. También se debe tener en cuenta que el limite regulatorio
para TBC (es decir, 100 000 ufc/ml) no es un limite apropiado para definir la calidad
de la leche cruda, ya que la leche cruda con este nivel de microbiana tiene un alto

riesgo de provocar un deterioro de la calidad del producto terminado.

4.25 Componentes de la leche a diferentes temperaturas de almacenamiento

Para evaluar la composicion de las leches crudas, almacenadas a 5°C, 12,5y
20 °C respectivamente. Se midieron de manera instrumental los sélidos grasos, solidos
no grasos, proteina y densidad de las muestras de leche con un analizador ultrasonico
Analizador de Leche por Ultrasonido Milkotester Master Eco. Se determind, en base
a lo usado y recomendado por (Li et al., 2022b), acidez de la leche por titulacion con
NaOH 0,1 N. Los resultados podemos visualizar en las Tablas 13, 14 y 15

respectivamente para leche cruda.

Los coliformes se evaluaron en la leche cruda como indicadores de buenas
practicas de ordefio, especificamente como indicadores de contaminacion fecal, y las
normas indican que la leche cruda de buena calidad no debe contener mas de 10 ufc/ml
(Jayarao & Wolfgang, 2003b), con niveles entre 100 y 1000 ufc/ml, indica una leche

de mala higiene em ordefio (Ruegg & Reinemann, 2002).
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Tabla 13

Componentes de leche cruda durante el almacenamiento a 5°C

Tiempo Acidez (%)  Grasa (%) SLNG (%) ST (%) Proteina (%) Lactosa (%) Sales (%) Crioscopia °C
¢ I(;jIS) 0.16+0.006  3.63+0.058 8.63+0.115 12.27+0.153 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.004
1 0.16+0.006  3.63+0.058 8.63+0.115 12.27+0.154 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.004
2 0.17+0.000  3.93+0.115 8.63+0.208 12.57+0.208 3.20+0.100 4.73+0.115 0.70+£0.000 -0.56%0.006
3 0.17+0.006  4.20+0.300 8.63+0.115 12.83+0.208 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56%0.001
4 0.17+0.000  3.90+0.100 8.64+0.208 12.53+0.525 3.20+0.100 4.73+0.115 0.70+£0.000 -0.56%0.006
5 0.17+0.006  4.13+0.208 8.37+0.231 12.50+0.173 3.07+0.058 4.63+0.115 0.67+0.058 -0.55%0.008
6 0.17+0.006  3.97+0.153 8.63+0.208 12.60+0.173 3.20+0.100 4.73+0.115 0.70+£0.000 -0.56%0.006
7 0.17+0.006  4.20+0.300 8.63+0.115 12.83+0.208 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56%0.001
8 0.17+0.006  4.00+0.200 8.63+0.208 12.63+0.153 3.20+0.100  4.73+0.115 0.70+0.000 -0.56+0.006
9 0.18+0.000 4.20+0.300 8.63+0.115 12.83+0.208 3.1740.058 4.77+0.058  0.70+0.000 -0.56+0.001
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Como se observan en la Tabla 13 la variable acidez es la que muestra cambios notorios, mientras que los otros componentes de la

leche su cambio no se refleja notoriamente en los rangos de intervalos de tiempo, para esta temperatura de almacenamiento.

Tabla 14

Comportamiento de los componentes durante el almacenamiento a 12.5°C de leche cruda.

Tigmpo Acidez (%)  Grasa (%) SLNG (%) ST (%) Proteina (%) Lactosa (%)  Sales (%) Crioscopia °C
(dlasz) 0.16+0.006 3.63+0.058 8.63+0.115 12.27+0.153 3.17+0.058  4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.004

1 0.17+0.000 3.83+0.379 8.30+0.346 12.13+0.321 3.03+0.115  4.60+0.173 0.67+0.058 -0.54+0.021

2 0.17+0.006 3.83+0.153 8.63+0.115 12.47+0.208 3.17+0.058  4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.007

3 0.17+0.000  3.67+0.006  8.70+0.058  12.37+0.058  3.20£0.100  4.80+0.000  0.70+0.000  -0.57+0.000

4 0.17+0.000 3.83+0.006 8.63+0.153 12.47+0.115 3.13+0.208  4.77+0.058 0.70+0.058 -0.56+0.000

5 0.17+0.006 3.67+0.058 8.70+0.000 12.37+0.058 3.20+0.000  4.80+0.000 0.70+0.000 -0.57+0.002

6 0.17+0.006  3.83+0.153  8.70+0.000  12.53+0.153  3.17+0.058  4.77+0.058  0.70+0.000  -0.56+0.007

7 0.18+0.000 3.83+0.153 8.63+0.115 12.47+0.208 3.17+0.058  4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.007
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Como se observan en la Tabla 14 la variable acidez es la que cambia, mientras que los otros componentes de la leche su cambio

no se refleja notoriamente en los rangos de intervalos de tiempo, para esta temperatura de almacenamiento.

-Cli_iﬁ:p?olr?amiento de los componentes durante el almacenamiento a 20°C de leche cruda.
'I'(igirg Sp)o Acidez (%)  Grasa (%) SLNG (%) ST (%) Proteina (%) Lactosa (%)  Sales (%) Crioscopia °C
0 0.16+0.000  3.63+0.058  8.63%+0.115 12.27+0.153  3.17+0.058  4.77+0.058  0.70+0.000  -0.55+0.002
1 0.17+0.000  3.77+0.058  8.37+0.231 12.13+0.289  3.07+0.058  4.63+0.115 0.67+0.058 -0.55+0.003
2 0.18+0.006  3.63+0.231  8.60+0.100 12.23+0.153  3.17+0.058  4.77+0.058  0.67+0.058  -0.56+0.007

Como se observan en la Tabla 15 la variable acidez es la que cambia, mientras que los otros componentes de la leche su cambio

no se refleja notoriamente en los rangos de intervalos de tiempo, para esta temperatura de almacenamiento.
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De las Tablas 13, 14 y 15 que se reportan los resultados de las mediciones de
los contenidos de grasa, proteina y lactosa, se evaluaron hasta 2, 7 y 9 dias de
almacenamiento, los componentes disminuyeron ligeramente con el aumento del
tiempo de almacenamiento, esta ligera variacion se puede explicar como fundamenta
los siguientes autores: Cuando existe carga microbiana, las sustancias bacteriostaticas
se reducen en la leche cruda durante el almacenamiento en frio, lo que aumenta el uso
microbiano de proteinas, grasas, carbohidratos y otros nutrientes. La descomposicién
de proteinas y grasas produce subproductos como aldehidos, cetonas, alcoholes,
sulfuros y péptidos amargos (Ziyaina, Rasco, Coffey, Mattinson, et al., 2019). Estos
compuestos también se pueden formar mediante oxidacion quimica, ya sea mediante
reacciones catalizadas por enzimas o mediante oxidacion de lipidos iniciada por
radicales libres. Por ejemplo, Pseudomonas puede producir proteasas y lipasas,
provocando sabores desagradables en la leche (Ziyaina, Rasco, Coffey, Unli, et al.,
2019). Una mayor concentracion de grasa y proteina aunada a parametros tecnoldgicos
favorables, permiten menor tiempo de coagulacion y una mayor firmeza de la
cuajada(Auldist et al., 2004). Por lo tanto, existe una correlacion positiva entre los
porcentajes de grasa y proteina de la leche con el rendimiento de queso; es decir a
mayor concentracion de solidos, mayores rendimientos(Barron et al., 2001). En el
procesamiento del queso, la calidad y rendimiento quesero no es solo por volumen,
sino por la cantidad y calidad de la proteina que posee la leche (Wedholm et al., 2006).
La proteina es un componente importante de la leche, por su influencia muy importante
en los procesos tecnologicos(Guinee, 2003), este componente importante de la caseina

es la K-caseina(Alipanah & Kalashnikova, 2007; Joudu et al., 2009).
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4.3 Comportamiento de leche pasteurizada durante almacenamiento

4.3.1 Acidez, densidad y solidos totales

Los resultados de las variables respuestas de acidez (% de &cido lactico) solidos
totales (%) y densidad (kg/m®) para la leche pasteurizada, en funcion de las
temperaturas de almacenamiento y tiempo, se muestran en la Figura 4. Los modelos

predictivos de cada variable respuesta fueron obtenidos en el Software Matlab 2023b.

La acidificacion fue afectada minimamente por el tiempo tanto por los términos
lineales y cuadraticos (ver ecuaciones 4, 5 y 6). Segln la Figura 4, la acidez se
mantiene a baja temperatura, también podemos observar que la acidificacion se
incrementa con el tiempo y temperatura, cuando ambas variables se incrementan los
solidos totales afectan de forma que se incrementa la acidificacion y los mayores
valores de la de acidificacion se obtienen a mayores niveles de temperatura y tiempo
de almacenamiento, estos comportamientos son similares a los obtenidos por

(Acevedo et al., 2010).
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Figura 4

Superficies predictivas para acidez en leche pasteurizada en el rango de temperatura y tiempo de almacenamiento.
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4.3.2  Modelos matematicos de ajuste

Los modelos matematicos obtenidos por el ajuste polinomial de regresion de
las variables respuestas en funcion de los factores de temperatura y tiempo fueron:
Ac = 0.136958 + 0.00146667*T + 0.00586111*ti - 0.00006*T"2 +

0.0000277778*T*ti - 0.000190972*ti"2 4)

St =12.5801 - 0.00322222*T + 0.00375*ti + 0.000155556*T"2 - 0.000333333*T*ti
- 0.000451389*ti"2 (5)

De = 1029.5 + 0.11*T - 0.0291667*ti - 0.00711111*TA2 + 0.000555556*T*ti -
0.00138889*1i"2 (6)

4.3.3  ANVA para los modelos matematicos

Los resultados de los analisis estadisticos se muestran en la Tabla 16, muestran
un resultado estadistico significativo para las variables de respuestas de: % de acidez,
solidos totales y densidad para un valor estadistico de significancia de 0,05,

mostrandose un valor de ajuste (R?) cercano a la unidad.

El estadistico R? indica que el modelo, tiene un ajuste del 98,51% para la
variable respuesta de acidez, 80,12 % solidos totales y 95,32 % densidad entre los
valores experimentales y la media. El error estandar del estimado muestra que la
desviacién estandar de los residuos de 0,00298724; 0,019913 y 0,135913 para acidez,
solidos totales y densidad respectivamente. Un valor-p de 0,4390, 0,6847 y 0,7685

para acidez, solidos totales y densidad respectivamente. Puesto que el valor-P es mayor
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que 5.0%, no hay indicacién de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de

significancia del 5.0%.
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Tabla 16

Analisis de regresion de varianza de los modelos predictivos polindmicos para acidez durante almacenamiento de leche pasteurizada.

Factores

Acidez (%)

Solidos totales (%0)

Densidad (kg/m?3)

Coeficientes Valor-p Coeficientes  Valor-p Coeficientes  Valor-p
AL-modelo Po 0,1370 12,5801 1029,8
Xi(Temperatura) — f1 0,0015 0.4436 -0,0032 0.2647 0,1 0.0001
X2(Tiempo) Bz 0,0059 0.0000 0,0037 0.0051 -0,000 0.0057
Xt B -0,0001 0.1146 0,0002 0.5000 -0,000 0.0030
X3 Bz -0,0002 0.0094 -0,0005 0.2310 -0,000 0.5700
X1X2 Bz 0,0000 0.4347 -0,0003 0.1826 +0,000 0.7256
R? 0,9851 0,8012 0,9532
F-calculado 79,5222 4,8357 24,4511
Valor-p 2,1200e-05 0,0405 6,3686e-04
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El ajuste de regresion polinomial presenta un valor de 0.95 cercano a la unidad,
indicando ello la buena dependencia de las variables independientes como la
temperatura y el tiempo de almacenamiento. EI modelo matematico obtenido reporta
un incremento de acidez que es significativo (p < 0,05), y un valor de R? de 0,95 de
buen ajuste polinomial de los valores experimentales. Analizando los efectos lineales
(T), cuadréticos (T?) y las interacciones de las variables independientes sobre la
variable respuesta de acidez de la leche, asi como los resultados en el analisis
estadistico, alli podemos observar que la temperatura y tiempo de almacenamiento
tienen efecto significativo sobre los cambios en la acidez de la leche durante el
almacenamiento. Se observa valor del coeficiente de determinacion R? y el valor-p
estadistico obtenido de la ecuacion de regresion, nos da confiabilidad al modelo

obtenido.

4.3.4  Pruebas microbiologicas

En la Tabla 17 se muestran los resultados de los valores del conteo
microbioldgico llevado a cabo durante el almacenamiento para la leche cruda, donde
se cuantifico los meséfilos y coliformes, donde observamos que la leche pasteurizada
no presentd mesofilos y coliformes, de ello podemos afirmar una buena higiene de la
leche, producto del tratamiento térmico y como también de la buena higiene de los

envases usados.

64



Tabla 17
Resultados microbioldgicos de leche pasteurizada para diferentes periodos de
almacenamiento a diferentes temperaturas.

Almacenamiento °C 12.5°C 20°C
(dias) Mesofilos  Coliformes Mes6filos  Coliformes  Mesofilos  Coliformes
(ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml)
0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 3x10* 1x10
7 0 0 1x 102 0
12 2 x 10? 2x10 5x10* 2x10 ...

De la Tabla 17 podemos decir que llegamos a valores de limite a los 12 dias a
5 °C de temperatura, 11 dias a 12.5 °C y 2 dias a 20 °C de almacenamiento, segun la

norma (MINAGRI D.S. N° 007, 2017).

Similares valores fueron reportados por (Guevara-Freire et al., 2019) en leche
pasteurizada, recuento entre 7,76 x10” a 7,90x10” ufc/ml. Asi mismo (Fuentes-Coto
et al., 2013) reportan valores de 135x10° ufc/ml, para la el tanque 2 de almacenamiento
un valor de 32 x 10? ufc/ml para leche cruda y para la leche pasteurizada de 92x10*
ufc/ml (Albuja Landi et al., 2021) estas diferencias estan asociadas a diversos factores
como: practicas inadecuadas de ordefio utilizadas en la zona, el uso compartido de
toallas no desechables, la utilizacion del ternero en la estimulacion de la glandula
mamaria, la no higienizacion de las ubres, utensilios no desinfectados, impurezas y
tanques sucios. Para complementar lo manifestado, las bacterias mesoéfilas son
consideradas como indicadores de higiene, sin embargo, su presencia en la leche es

inevitable ya que la mayoria de estos géneros estan presentes en la ubre del animal, en
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las manos de los ordenadores, en las superficies del equipo, en el agua y en el aire. Por
lo tanto, los altos recuentos de mesofilos estan directamente influenciados por las
condiciones en las que la leche se somete después del ordefio, sobre toda la temperatura

de almacenamiento (Giacometti et al., 2012; Kim et al., 2017).

Nero & Carvalho (2019), manifiestan que la leche con recuentos de bacterias
mesofilas superiores a 1,00 x 10° ufc/ml, indica una mala calidad higiénica, mientras

que los recuentos inferiores a 1,00 x 10 ® ufc/ml refleja una buena calidad higiénica.

Generalmente se recomienda que el recuento en la leche pasteurizada sea
inferior a 100 ufc/ml como indicacion de leche de alta calidad y que los niveles
superiores a 200 ufc/ml sean una indicacién de mala higiene del equipo (Jayarao &

Wolfgang, 2003b; Murphy & Boor, 2000).

4.3.5 Componentes de la leche a diferentes temperaturas de almacenamiento

Para evaluar la composicion de las leches pasteurizadas, almacenadas a 5°C,
12,5y 20 °C respectivamente. Se midieron de manera instrumental los sélidos grasos,
solidos no grasos, proteina y densidad de las muestras de leche con un analizador
ultrasonico Analizador de Leche por Ultrasonido Milkotester Master Eco. Se
determind, en base a lo usado y recomendado por (Li et al., 2022b), resultados
podemos visualizar en las Tablas 18, 19 y 20 respectivamente para leche pasteurizada

almacenada a diferentes temperaturas.
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Tabla 18

Comportamiento de los componentes durante el almacenamiento a 5°C de leche pasteurizada.

tzzrl,gg)o Acidez(%) Grasa (%) SLNG (%) ST (%) Proteina (%) Lactosa (%) Sales (%)  Crioscopia °C
0 0.17+0.008  3.90+0.000 8.47+0.058 12.37+0.058  3.10+0.000 4.67+0.058  0.70+0.000  -0.55%+0.005
1 0.17+0.008  3.90+0.000 8.47+0.058 12.37+0.058  3.10+0.000 4.67+0.058  0.70+0.000  -0.55%+0.005
2 0.17+0.000 4.17+0.058  8.50+0.000  12.67+0.058  3.10+0.000  4.70+0.000  0.70+0.000  -0.55%+0.007
3 0.17+0.001  4.00+0.100 8.57+0.115 12.57+0.058  3.13+0.058 4.73+0.058 0.70+0.001  -0.56+0.008
4 0.17+0.004  3.93+0.058  8.57+0.115 12.50+0.100  3.13+0.058 4.73+0.058 0.70+0.002  -0.56+0.008
5 0.17+0.003  4.00+0.173  8.53+0.289 12.67+0.115  3.13+0.115 4.73+0.115 0.67+£0.058 -0.56+0.013
6 0.17+0.002  3.83+0.058  8.63+0.115 12.47+0.058  3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.008
7 0.1740.002  3.93+0.058  8.57+0.115 12.50+0.100  3.13+0.058 4.73+0.058  0.70+0.000  -0.56+0.008
8 0.17+0.003  3.93+0.058  8.53+0.289  12.47+0.231  3.13+0.115 4.73+0.115 0.67£0.058 -0.56+0.013
9 0.17+0.004  3.83+0.058 8.63+0.115 12.47+0.058  3.17+0.058 4.77+0.058  0.70+0.000 -0.56+0.008
10 0.1740.004  3.93+0.058  8.57+0.115 12.50+0.100  3.13+0.058 4.73+0.058  0.70+0.000  -0.56+0.002
11 0.17+0.003  3.97+0.115 8.53+0.289  12.50+0.173  3.13+0.115 4.73+0.115 0.67+0.058 -0.56+0.013
12 0.18+0.006  3.83+0.058  8.63+0.115 12.47+0.058  3.17+0.058 4.77+0.058  0.70+0.000 -0.56+0.008
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Tabla 19

Comportamiento de los componentes durante el almacenamiento a 12.5°C de leche pasteurizada.

Tiempo(dias)  Acidez(%) Grasa (%) SLNG (%) ST (%) Proteina (%) Lactosa (%) Sales (%) Crioscopia
0,
0 0.16+0.006 3.90+0.000 8.47+0.058 12.37+0.058 3.10+0.000 4.47+0.058 0.70+0.000 f(f.%GiO.OOS
1 0.16+0.006 3.90+0.000 8.47+0.058 12.37+0.058 3.10+0.000 4.47+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.005
2 0.17+0.000 450+0.361 8.40+0.265 12.90+0.200 3.07+0.058 4.67+0.153 0.67+0.058 -0.56+0.012
3 0.17+0.006 5.33+1.60 8.43+0.306 12.73+0.115 3.10+0.100 4.67+0.153 0.67+0.058 -0.56+0.013
4 0.17+0.000 4.10+0.000 8.63+0.115 12.73+0.115 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.008
5 0.17+0.006 3.93+0.321 8.63+0.115 12.57+0.208 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.0000 -0.56%0.004
6 0.17+0.000 3.77+0.153 8.63+0.115 12.40+0.100 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.005
7 0.17+0.006 3.93+0.058 8.37+0.231 12.30+0.173 3.07+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.55+0.009
8 0.17+0.000 4.10+0.000 8.63+0.115 12.73+0.115 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.008
9 0.17+0.000 3.93+0.321 8.63+0.115 12.57+0.208 3.17+0.058 4.77+0.058 0.70+0.000 -0.56+0.004
10 0.18+0.006 4.07+0.058 8.67+0.153 12.73+0.153 3.1740.058 4.80+0.100 0.70+0.000  -0.56+0.006
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Tabla 20

Comportamiento de los componentes durante el almacenamiento a 20°C de leche pasteurizada.

'(I;jigm)po Acidez (%)  Grasa (%) SLNG (%) ST (%) Proteina (%) Lactosa (%) Sales (%) Crioscopia (%)
ias
0 0.16+0.006  3.90+0.000  8.47+0.058  12.37+0.058  3.10+0.000  4.67+0.058  0.70+£0.000  -0.551+0.005
1 0.17+0.006  4.13+0.208  8.37+0.231  12.50+0.173 3.07+£0.058  4.63+0.115 0.67+0.058  -0.547+0.008
2 0.18+0.010  4.13+0.208  8.40+0.265  12.53+0.153 3.10+£0.100  4.63+0.115 0.67+0.059  -0.547+0.009
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Punto crioscopico: se define como el punto de congelacion de la leche con
respecto al punto de congelacion del agua, este pardmetro busca adicion de agua a la
leche. El punto de congelacion de la leche es a -0,535 °C, cuando se le agrega agua,
este nimero disminuye ya que se diluyen los solutos y queda mas cercano al punto de
congelacién del agua (0,00 °C). Los solutos que determinan este parametro son los
minerales y la lactosa; las grasas y proteinas son descartadas por ser de gran tamafo
ademas de insolubles y no interfieren en este valor. El rango aceptable para esta prueba
es de 0,530 °C a 0,560 °C; leche por encima o por debajo de este valor es motivo de
rechazo en la recepcion. (WingChing-Jones & Mora Chaves, 2019), reportan valores
similares como: - 0, 536 en leche Jersey; -0,552 en leche Holstein. (Brifiez et al., 2008)

reportan en leche cruda de vacas valor de: - 0,541 £+ 0,0084.
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V.

CONCLUSIONES

La composicién de la leche cruda por el método espectroscopia ultrasénica
fue: contenido de grasa (%) fue de 3,53 £ 0,89; proteina (%) de 3,35 £ 0.44;
lactosa (%) 4,49 £ 0,41; solidos totales (%) de 12,22 + 0,13; Sdélidos no
grasos (SLNG) (%) de 8,49 £ 0,76; Caseina (%) 7,88 + 0,63.

La variacion de los componentes en la leche cruda y en la leche pasteurizada
no fueron significativos durante el rango de temperatura y tiempo de

almacenamiento.

El contenido microbiolégico limite segun la norma (MINAGRI D.S. N° 007,
2017) para leche cruda fue de: 9, 7 y 2 dias a temperaturas de
almacenamiento de 5, 12.5 y 20 °C respectivamente. Para leche pasteurizada
fue de: 12,10 y 2 dias a temperaturas de almacenamiento de 5, 12.5y 20 °C

respectivamente.
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RECOMENDACIONES
- Realizar estudios del estado higiénico de los diferentes lugares de expendio de
leche en huamanga.
- Hacer estudio de calidad de leche de los diferentes centros de produccion

lechera.
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ANEXO: Iméagenes de trabajo

041 g NaOH
30-40 ml Agua destilada

Diluir en
vaso
precipitado
con agua
destilada
hasta 40 ml

Pesar 0.41gr de Sodio

Aforar en una
fiolaa 100 ml

Imagen N°01 Preparacion de NaOH 0.1 N

0.5271 g de ftalato

\/— 50 ml Agua destilada

/ \
§

Disolvemos agitando

+ 3 gotas de fenolftalefnn
Pesar 0.5271g de ftalato

Imagen N°02 Preparacion para estandarizar.
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Imagen N°04 : Recepcidn de leche cruda Centro Experimental de produccion de leche
de Escuela de Medicina Veterinaria.
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Imagen N°05: leche cruda envasada.

Imagen N°06: Pasteurizacion
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Imagen N°07 Titulacion de acidez de la leche decepcionada.

6= 5.8 P
S= 8.6 L
Ip=28.3 Sl
|PC-8.555Ag

Imagen N°08 lectura espectroscopia ultrasonica.
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Imagen N°10 Preparando las diluciones
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Imagen N°12 Llevar a la incubado .
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COLIFORMES MESOFILOS

Imagen N°13 Lectura de resultado.
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GODENZI VARGAS y Mg. Wiler Hugo DE LA CRUZ QUISPE, bajo la
Presidencia del Dr. Alfredo ARIAS JARA (Decano de la Facultad (e)), Mg. Fredy
Rober PARIONA ESCALANTE (Docente Asesor de la Tesis), el Mg. Wuelde
Cesar DIAZ MALDONADO (Secretario-Docente(e)).

Acto seguido, el Presidente (e) del Jurado de Sustentacion dispuso que
el Secretario Docente dé lectura a los antecedentes tramitados para el presente
Acto Publico de Sustentacion de la Tesis: Determinacion de las propiedades
fisicas y componentes quimicos por espectroscopia ultrasénica en la leche
cruda pasteurizada a diferentes tiempos y temperaturas de
almacenamiento, presentado por la Bachiller Lourdes Silvia Vivanco Alarcon. A
continuacién, el Secretario-Docente procedié a dar lectura a la Resolucién
Decanal N° 121-2024-UNSCH-FIQM/D.

Luego, el Presidente (e) del Jurado invité al Bachiller Lourdes Silvia
Vivanco Alarcon, a pasar al estrado y exponer su trabajo de Tesis en un
tiempo maximo de treinta y cinco minutos.

Finalizado la exposicién de la Bachiller, el presidente (e) invit6 a los
Sefiores Miembros del Jurado de Sustentacion a que formulen sus preguntas
y sefialen sus observaciones, en el siguiente orden: Mg. Wiler Hugo DE LA
CRUZ QUISPE, Mg. Julio Pablo GODENZI VARGAS vy Dr. Alberto Luis
HUAMANI HUAMANI. Luego el Presidente invité al Mg. Fredy Rober PARIONA
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las observaciones del Jurado y efectuar las aclaraciones que considere
conveniente.

A continuacién, el presidente del jurado invito al sustentante y al publico
para que se sirva abandonar la sala de conferencia con la finalidad de permitir
al jurado de sustentacion deliberar sobre la evaluacién a otorgar. Se alcanzé
el siguiente resultado. APROBADA POR UNANIMIDAD PROMEDIO QUINCE
(15).
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Finalmente, el Presidente del Jurado dispuso que se invite al
Sustentante y al publico asistente a que se sirvan ingresar a la sala de
conferencias y anuncié que, la Bachiller Lourdes Silvia Vivanco Alarcon, ha
resultado APROBADA POR UNANIMIDAD, y por lo tanto a partir de la fecha
la Universidad y la Facultad cuenta con una flamante INGENIERA EN
INDUSTRIAS ALIMENTARIAS y le augura éxitos en su desempefio
profesional.

Siendo las once de la mafiana con cuarenta minutos se dio por
finalizado este acto académico de Sustentacion de Tesis. En fe de lo cual
firmamos:
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