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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar la influencia de la calidad de la leche cruda en la vida de
anaquel de leche UHT. La calidad de la leche cruda se evalud por el Contenido de Células Somaticas
(CCs), Bacterias Meséfilas Aerobias (BMA) y microorganismos esporulados. Mientras que La vida de
anaquel se analizdé con las variables de pH, densidad, punto de crioscopia, ATECAL, % de grasa,
bacterias mesodfilas aerobias, y coagulacién. Se evaluaron siete lotes de leche UHT, para la vida de
anaquel se evaluaron 10 muestras por cada lote por un periodo de 50 dias. La vida de anaquel se
delimité por un valor de 2 de coagulacidn y/o un >0.20 ATECAL. El andlisis estadistico se realizd usando
un modelo de correlacidon para relacionar la calidad de la leche cruda con la vida de anaquel del
producto. Se determind que la vida de anaquel presenté una correlacion de 0.97 con una probabilidad
de 0.0002, con referencia al contenido de células somaticas en leche cruda. En base a la correlacion
encontrada se hizo una regresion lineal, para poder obtener una ecuacidn para predecir la vida de
anaquel del producto en base a CCS presentes en la leche cruda. Durante la vida de anaquel, los
parametros que presentaron alta correlacién (> 0.80) y probabilidad < 0.0001, fue el PH, ATECAL,
coagulacién y % de grasa. Se concluyd, que el conteo inicial de CCS es el parametro de calidad de
leche cruda que mas influyd en la vida de anaquel de leche UHT.

Palabras clave: Células somaticas, leche fluida, UHT.



Abstract

The purpose of this study was to evaluate the influence of raw milk quality on the shelf life of
UHT milk. The quality of raw milk was evaluated by the content of somatic cells (SC), aerobic
mesophilic bacteria, and sporulated microorganisms. The shelf life was analyzed with the variables of
pH, density, cryoscopy point, ATECAL, % fat, aerobic mesophilic bacteria, and coagulation. Seven
batches of UHT milk were evaluated, for the shelf life, 10 samples per batch were evaluated for 50
days. Shelf life was delimited by the value 2 of coagulation, and > 0.20 ATECAL. Statistical analysis was
performed using a correlation model to relate the quality of raw milk with the shelf life of the product.
It was determined that the shelf life presented a correlation of 0.97 with a probability of 0.0002,
concerning the content of somatic cells in raw milk. Based on the correlation found, a linear regression
was carried out to obtain an equation to predict the shelf life of the product based on the CSC present
in raw milk. During the shelf life, the parameters that presented high correlation (> 0.80) and
probability < 0.0002, were the PH, ATECAL, coagulation and fat content. It was concluded that the
initial CSC count is the raw milk quality parameter that most influenced the shelf life of UHT milk.

Keywords: Fluid milk, somatic cells, UHT.
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Introduccién

La industria lactea en los Ultimos afios ha tenido un gran desarrollo, conllevando la
implementaciéon de nuevas tecnologias para su procesamiento debido al aumento de consumo per
capita de productos lacteos en el mundo, con una tasa de crecimiento del 1.8% anual. Sin embargo,
el creciente desarrollo de la industria lactea ha generado parametros mas exigentes para la materia
prima, para poder obtener productos finales de calidad e inocuos (Murphy et al. 2016).

Con el fin de obtener un producto con mayor vida util, la industria lactea emplea procesos
térmicos parainactivar enzimasy eliminar bacterias que afecten la vida de anaquel. El proceso térmico
de ultra alta temperatura (UHT, por sus siglas en ingles), consiste en someter a la leche cruda a altas
temperaturas para obtener una esterilizacién comercial, eliminando bacterias patdgenas vy
reduciendo el 99% de carga microbiana (Deutsh y Jackson 1970). Aunque este tratamiento térmico
posee una alta efectividad existen dos factores que pueden afectar la estabilidad del producto. La
primera es la presencia de esporas termoduricas de bacterias que se encuentran en leche cruda, que
son capaces de sobrevivir al tratamiento térmico y generan problemas durante la vida de anaquel del
producto (Delides et al. 1976). El segundo factor que puede afectar a la estabilidad del producto es la
contaminacién durante el envasado. Sin embargo, distintas investigaciones han relacionado la
presencia de células somaticas, con la reduccién de la vida de anaquel de la leche UHT (Kracmarova
et al. 2018).

Las Células Somaticas (CS) son un componente natural en la leche, usado como un indicador
de salud en la ubre y calidad de la leche. Las CS liberan proteinas enddgenas que contribuyen al perfil
sensorial final del producto. La mayor parte de enzimas enddgenas identificadas son proteoliticas. Sin
embargo, el efecto de una elevada concentracién de CS produce una pérdida de caseina, calidad
sensorial, y vida de anaquel del producto. La presencia de enzimas exdgenas de CS produce una
degradacion de B-caseina y asi-caseina afectando la vida de anaquel de leche ultra efecto CS vy

Recuento Bacteriano (RB) en la estabilidad de almacenamiento de leche ultra procesada, determind
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gue conteos elevados de Células Somaticas (CCS) entre 740,000 y 1,102,00 células/mL, con lleva a
cambios en el producto a partir del dia 60 posteriores al procesamiento. Por otro lado, al presentar
un valor de células somaticas menor a 50,000 células por mL, los cambios serdn perceptibles al dia
180. A la vez, productos con recuentos bacterianos altos (> 2x10° UFC/mL) presentan cambios de
sabor a partir del dia 30. Un punto relevante en el estudio menciona que la leche cruda con recuentos
bacterianos bajos, pero con conteos elevados de células somaticas sufren degradacién de proteinasy
grasas durante su vida de anaquel.

La importancia del recuento bacteriano en la leche cruda empleada para la elaboracién de un
producto ultra pasteurizado ha sido bien documentada a través de varias investigaciones. Yacoub et
al. (2017), mencionaron la influencia de bacterias aerobias formadoras de esporas en productos
sometidos a tratamientos térmicos. La presencia inicial de bacterias aerobias son causantes de
deterioro y reduccién de vida de anaquel. Entre las bacterias mas destacadas, se encuentran las de la
especie Bacillus, que hidrolizan la caseina y fermentan la lactosa. En leche sometida a procesos de
ultra pasteurizacién la presencia de un nivel elevado de aerobios formadores de esporas reduce la
vida de anaquel final del producto.

La presente investigacion busca determinar la influencia de la calidad microbiolégica de la
leche cruda en la vida de anaquel de la leche UHT. Adicionalmente, se monitorearon otras variables
fisicoquimicas de la leche cruda a lo largo de la vida de anaquel. La calidad de la materia prima influye
de manera directa en el producto final que se desea obtener. Shojaeiy Yadollahi (2008), mencionan
qgue los principales parametros que se deben analizar incluyen el porcentaje de grasa, proteina,
temperatura de recibo, acidez titulable, solidos no grasos, gravedad especifica, como parametros
fisicoquimicos. Adicionalmente, de los andlisis microbioldgicos. Los parametros de control de una
industria lactea determinan la calidad del producto y se relacionan directamente con problemas de
contaminacidén o incumplimiento de estandares de control para los entes reguladores en los paises de

produccidén y distribucion.
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La investigacion se realizd en la empresa lacteos Santillan, en Ecuador. Esta empresa se cred
en el afo 1998 iniciando con la elaboracidn de refrescos, pero a partir del afio 2000 se incluyd
productos lacteos en su cartera de productos. Actualmente, la empresa dispone de diversas lineas de
productos como yogur, queso, leche ultra pasteurizada, refrescos y manjar de leche. La empresa
procesa 107,000 litros semanales, de lo cual el 80% del volumen recibido es empleado para la
elaboracion de leche ultra pasteurizada. Siendo este producto el principal de la industria, y el de mayor
comercializacidn. Razén por la cual, se decidié conducir una investigacién para evaluar factores que
influencian la vida de anaquel del producto a partir de la calidad de materia prima empleada para su
elaboracidn.

En el desarrollo del estudio se identificaron varias limitantes. Entre las principales se
evidenciaron, la falta de control y mantenimiento de los equipos empleados en el laboratorio de
microbiologia de la empresa y la poca disponibilidad de material idéneo para la elaboracion del
estudio. Otra de las limitantes, fue la falta de insumos en el mercado ecuatoriano debido a la
pandemia provocada por el virus COVID-19.

Los objetivos de la presente investigacion fueron:

e Elaborar un modelo de regresion para predecir la vida de anaquel de leche ultra pasteurizada con
base en la calidad de leche cruda.
e Analizar los cambios fisicoquimicos y microbioldgicos de la leche ultra pasteurizada a lo largo de

la vida de anaquel.
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Materiales y Métodos
Localizacién del Estudio

El estudio se realizé en la empresa lactea, Lacteos Santillan ubicada en la parroquia de San
Luis provincia de Chimborazo en la republica de Ecuador, Sudamérica.

Recoleccién de Datos

Se evalud la calidad leche cruda, seguida la calidad de la leche UHT durante el
almacenamiento. Para evaluar la calidad de la leche cruda se tomd una muestra representativa, 250
mL, antes del proceso de ultra pasteurizacion. Se evalud, las variables de recuento de células
somaticas, Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA), para determinar la calidad microbiolédgica en leche
cruda. Se analizaron las caracteristicas quimicas de la leche cruda por control y registro de la empresa,
en parametros de porcentaje de grasa, punto de crioscopia, acidez, potencial de hidrégeno (pH) y
densidad. La calidad de leche cruda se determindé por el conteo inicial de células somdticas
(células/mL), recuento de Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA) y presencia de microorganismos
esporulados. Por otro lado, en la vida de anaquel de la leche ultra pasteurizada se evalué las variables:
Densidad, porcentaje de grasa, punto de crioscopia, pH, y presencia de coagulacién en el producto,
como parametro microbioldgico se empled el conteo de BMA.

Una vez recibida la leche cruda, se realizaron analisis microbioldgicos y fisicoquimicos como
control de calidad. Se procedié a un proceso de clarificado y se colocd la leche en tanques de
almacenamiento. La leche cruda se sometid a un tratamiento térmico de ultra pasteurizacion a 135
°C, por 6 segundos. Seguido del envasado aséptico en bolsas (Polietileno de Baja Densidad PED ldmina
coextruida) en una presentacién de 250 mL. Una vez terminado el lote de produccion, se procedio a
tomar 10 muestras aleatorias para el andlisis de vida de anaquel durante un tiempo de
almacenamiento de 50 dias. Se realizé un andlisis de vida acelerada durante el almacenamiento, con
el uso de dos incubadoras a una temperatura a 37 °C, los pardmetros como temperatura y humedad

relativa se controlaron con un higrdmetro digital.
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Se evaluaron siete lotes de leche ultra pasteurizada, durante 50 dias de almacenamiento, a 37
°C. Se determin¢ la vida de anaquel del producto, por un muestreo durante de tiempo con intervalos
de cinco por 50 dias. Se realizaron diez tiempos de muestreo (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50
dias) por cada lote, para un total de 70 unidades experimentales. En cada tiempo de muestreo de la
vida de anaquel se analizé la acidez titulable, porcentaje de grasa, densidad, potencial de hidrégeno,
recuento de aerobios totales y coagulacidn. El fin de la vida de anaquel del producto, se definié por el
valor de > 0.20 ATECAL y un valor de 2 para la coagulacion.

Conteo de Células Somaticas (CCS)

El recuento de células somaticas se realizd en leche cruda. Se empled el método de andlisis
directo de células somaticas establecido por Wehr y Frank (2004). Se usaron portaobjetos que
contenian cuatro circulos de 1 cm? de didmetro. Se tomé una muestra de 30 mL y se calentd a bafio
Maria hasta alcanzar 40 °C. La muestra se homogeneizo y se extrajo 0.01 mL de contenido que se
colocé cada area circular del portaobjeto. El portaobjetos se colocé en una superficie plana caliente
para su secado. Posteriormente, se procedié a la tincidn de la placa, sumergiéndolo en el reactivo
Newman Lampert por dos minutos, el exceso se retird con agua destilada y se dejo secar a
temperatura ambiente.

Una vez seca la muestra se procedio al conteo de células somaticas bajo el microscopio con el
lente objetivo 100 x, el conteo se realizé de manera horizontal de la linea central del circulo. El valor
encontrado en el recuento se multiplicé por el factor de tira Unica (4,296) y se expresa como células
somaticas por mililitro (CS/mL).

Recuento de Bacterias Mesodfilas Aerobias (BMA)

El recuento de BMA se realizé en la leche cruda y leche UHT. Para el recuento de BMA en
leche cruda se procedio a preparar seis tubos de ensayo con 9 mL de agua peptonada. Se tomd 1 mL
de leche cruda y se colocé en el primer tubo de ensayo, siendo esta la dilucién 102, Posteriormente,

se homogeneizo el tubo de ensayo, y se transfirio 1 mL de muestra al siguiente tubo de ensayo
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resultando la dilucién 1072, se procedié de esa manera hasta obtener una dilucién de 10°®. De la
dilucion final se tomd 1 mL de muestra y se colocd en placas de siembra directa de la marca comercial
Petrifilm para BMA. El tiempo y temperatura de incubacion se establecieron por el método oficial,
incubandolo por un tiempo de 48 horas, a 32 °C. Para el conteo de BMA en leche UHT, se tomd 1 mL
de la bolsa y se sembré directamente en la placa petrifilm. Se incubd al tiempo y temperatura
establecido en el método oficial (AOAC 2000a).

Presencia de Microorganismos Esporulados en Leche Cruda

Se tomé una porcidn de 50 mL de leche cruda en un tubo de ensayo y se calentd a bafio Maria
a una temperatura de 70 °C, por cinco minutos. Se procedié a enfriar la muestra, y colocar 1 mL de
muestra en la placa de petrifilm. Posteriormente, se incubd por 48 horas, a una temperatura de 32 °C.
Una vez concluido el tiempo de incubacion se procedié a la lectura de resultados, reflejando el
crecimiento bacteriano en presencia de esporas en las muestras analizadas de leche cruda.

Densidad

El andlisis de densidad se realizé con un lactodensimetro marca Funke Gerber, calibrado a 20
°C. Se tomd una cantidad de 100 mL en una bureta de plastico, se colocé el lactodensimetro en el
interior del mismo y se esperd tres minutos para proceder a realizar la lectura (AOAC 2000e).

Acidez Titulable de Acido Lactico (ATECAL)

Se realizd el andlisis volumétrico, tomando una alicuota de 10 ml de leche en un vaso de
precipitado. Se colocé de dos a tres gotas de fenolftaleina (indicador) para la valoracién. Se titulé la
muestra con hidréxido de sodio al 0.1 N. La valoracidén se realizé hasta la aparicién de un tenue tono
rosa, que permanezca por mas de 30 segundos. Para el célculo de acido lactico en 100 mL de leche se
empled la Ecuacion 1. Una vez obtenido el valor de acido lactico (mg/100 mL) con la Ecuacién 1, el
resultado se divide para 1,000 para expresar el resultado porcentaje (%) ATECAL. Este método se

aplicd para la leche cruda y ultra pasteurizada. Este parametro fue empleado para determinar el fin
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de vida de anaquel del producto, en el cual se empleé como factor limitante un valor 0.20 ATECAL,

expresado en porcentaje (%) (IRAM 14006).

mg Vg xNx90x100
100ml Vm

Acido lactico

Donde:
Vg = Volumen de NaOH anadido
N = Concentracion de solucién de hidroxido de sodio estandarizado expresado en Eqg/L
90 = Equivalente de acido lactico en peso
Vm = Volumen de leche usada en Ia titulacién
Medicion de pH

Se procedid a tomar una muestra del producto (50 mL) en un vaso de precipitacién se colocé
el potenciometro para la lectura. El pH de las muestras se midié usando un medidor de pH digital,
potenciometro (Martini Instruments, M| 151). El medidor de pH se calibré previo a la lectura usando
soluciones tampdn estandar de pH 4.0y 7.0 (AOAC 2000c).
Punto Crioscépico

Para la medicion del punto de crioscopia, se usé un crioscopio digital (Cryo Smart, Inventagri).
La calibracién del crioscopio se realizd con refrigerante (ASTORI, P314). Para el andlisis del punto
crioscopico, se tomd 2 mL de muestra y se colocd en un tubo de andlisis, que posteriormente se
introdujo en el equipo para su andlisis (AOAC 2000d).
Analisis de Grasa

Para el analisis se usé un butirdmetro, se colocé 10 mL de acido sulfurico seguido de 11 mL de
leche a analizar y 1 mL de alcohol amilico. Una vez colocados todos los reactivos con el uso de un clavo
se procede a colocar el corcho en el butirdmetro. Posteriormente, se toma con el uso de los extremos
del butirémetro se mezcla los dacidos, hasta obtener una solucién homogénea. Se colocé el

butirémetro en la centrifuga por cuatro minutos, la velocidad de centrifugado es de 1100 rpm. Una
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vez terminado el centrifugado se deja reposar el mismo, y una vez equilibrado la columna de grasa se
procede a la lectura del resultado (AOAC 2000b).
Evaluacién de Presencia de Coagulacion o Separacion de Grasa

Se realizé en base a la metodologia empleada por Karlsson et al. (2019), donde se valoré la
capa de crema en el envase del producto con una escala de seis grados; sin capa de crema visual,
pequeiios grumos de crema, ondas de crema, trozos medianos de crema, codgulos de grasa, grandes
codgulos de grasa. Se usé la metodologia mencionada con la variacidon de medir el nivel de coagulacién
donde se clasifico por los parametros de adherencia, grosor y cantidad de codgulo en la leche UHT. Se
realizé una escala con fotografias de referencias con una valoracién de 0 a 6 (Figura 1). El valor
asignado para determinar el inicio del proceso de coagulacién de la leche es dos, marcando el fin de
la vida de anaquel del producto. Este valor se determind en base a un estudio realizado por Dattay
Deeth (2001) donde mencionan que el proceso de gelificacidn consta de cuatro etapas. La etapa inicial
es un periodo corto, donde se produce una reduccion de volumen, caracterizado por la disminucion
en la viscosidad después se observa la formacién de un gel que se evidencia como una matriz de

proteinas tridimensional que esta formada de B-lacto globulina, k-caseina, y proteinas asociadas.
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Figura 1l

Escala de referencia para valorar la coagulacion de leche UHT.

Analisis Estadistico

Se tomd el registro de los resultados de los siete lotes evaluados y se procedié a analizarlos
con el programa SAS (Statistical Analysis System). En el programa SAS se calcularon los coeficientes de
correlaciéon de Pearson. Se realizaron dos analisis de correlacién en el estudio. La primera correlaciéon
se establecié entre la vida de anaquel determinada por el valor ATECAL y coagulacién con los
parametros de calidad microbioldgica de la leche cruda. Seguido de un modelo de regresion, a partir
de los resultados obtenidos, se utilizd una prueba t de estudiante para determinar diferencias
estadisticas entre dos grupos evaluados definidos como tiempo de vida util y real y estimado. La
segunda correlacion se establecid con base a los pardmetros analizados durante la vida de anaquel
del producto. Los valores p se calcularon mediante ANOVA de una via (intervalo de confianza del 95%

de dos colas).
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Resultados y Discusion
Se evalué la calidad de leche cruda usada en la elaboracidn de siete lotes de leche UHT. Se
analizo la calidad microbioldgica: Conteo de células somaticas, Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA) y
microorganismos esporulados (Cuadro 1). Para el conteo de células somaticas se empled el método
directo de conteo bajo microscopio, y el conteo de BMA y microorganismos esporulados se realizd
una siembra directa en placas de siembra de marca comercial Petrifilm. Se observa que la materia
prima empleada en la empresa Lacteos Santillan presenta una gran variabilidad en la calidad de la
leche cruda. Es importante mencionar que, los parametros de calidad de la leche cruda dependerdn
del manejo del hato lechero y las buenas practicas de ordefio.
Cuadro 1

Calidad microbioldgica leche cruda.

Micoorganismos

Lote Células Somaticas BMA esporulados
(ccs/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Lote 1 220,000 08x10° 34
Lote 2 410,000 06x10° <1
Lote 3 260,000 60x10° 01
Lote 4 640,000 63x10° 05
Lote 5 630,000 28x10° <1
Lote 6 180,000 19x10° 15
Lote 7 300,000 26 x10° <1

El conteo inicial de células somaticas fue el pardmetro que presentd el coeficiente de variacion
mas bajo, con un valor de 3.93 de los datos analizados (Cuadro 2). Hernandez-Reyes y Bedolla-Cedefio
(2008), mencionan que el conteo de células somaticas en leche cruda es un indicador indirecto para
conocer el estado de salud de la ubre de un hato y puede ser empleado para verificar la calidad de la
leche. La leche cruda presentd un alto conteo de BMA, lo que indica problemas de higiene y
contaminacidn en el hato lechero. Las caracteristicas fisicoquimicas de la leche ocasionan que sea un
medio ideal para su crecimiento y supervivencia.

Entre las principales caracteristicas se encuentra un pH neutro, y alta actividad de agua (Aw),

lo cual genera el ambiente ideal para el crecimiento de microorganismos (Doyle y Buchanan 2013).
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Mientras que la cantidad de esporas presentes dependera si existen bacterias formadoras de esporas
o termoddricas presentes.
Cuadro 2

Resumen calidad microbioldgica de leche cruda.

Parametro Microbiolégico Media + DE %CV
CCS (Log CS/mL) 5.52+0.21 3.93
BMA (Log UFC/mL) 7.34+£0.29 5.36
Microorganismos esporulados (Log UFC/mL) 0.48 £ 0.65 12.2

Nota: Desviacion Estandar (DE), Porcentaje de Coeficiente de Variacion (CV), Células Sométicas (CCS), Bacterias Mesdfilas Aerobias (BMA).

Correlacion Vida de Anaquel y Calidad de la Leche Cruda

En el Cuadro 3 se observa la correlacién entre las variables de calidad y vida de anaquel de
leche cruda, donde se encontrd un coeficiente negativo de correlacion entre las células somaticas y la
coagulacién del producto de -0.97 y una probabilidad de 0.0002. Una correlacién negativa nos indica,
que a medida que el conteo de células somaticas aumente el tiempo de vida util del producto
disminuye por la limitante de coagulacién.

Con base en los datos obtenidos en este estudio, se determind que las BMA y esporas
vegetativas en la leche cruda no se asocian con los parametros limitantes para la de vida de anaquel.
El conteo de células somaticas se realizo bajo el conteo directo de microscopio, el conteo de BMA y
esporulados se realizd con una siembra directa en placa comercial denominada Petrifilm. Por otro
lado, el %ATECAL se obtuvo por medio de titulaciéon y el valor de coagulacidn con una escala
fotografica de seis puntos.

Se observd que la coagulacién, aumentaba durante el almacenamiento del producto, este
defecto es denominado por varios autores como “gelificacion por edad”. La gelificacidn por edad, se
define como la formacién de una voluminosa red de proteinas tridimensionales, ocasionando que la
leche pierda fluidez (Raynes et al. 2018). Datta y Deeth (2001), mencionan que el gel se forma a partir
de proteinas del suero, especificamente por B-lactoglobulina, chiefl y k-caseina que interactua con la

micela de caseina, este proceso es irreversible e indica el fin de la vida util del producto.
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Cuadro 3

Correlacion de pardmetros microbioldgicos de leche cruda hasta alcanzar un factor de coagulacion

de 2.
CCS BMA Esporas (%) Coagulacién
CS/mL UFC/mL UFC/mL ATECAL
ccs 1.00000 0.37218 -0.50588  -0.18075 -0.97628*
BMA 0.37218 1.00000 -0.41773 -0.19998 -0.40333
Esporas -0.50588 -0.41773 1.00000 0.40202 0.66136
(%) ATECAL -0.18075 -0.19998 0.40202 1.00000 0.17257
Coagulacion -0.97628* -0.40333 0.66136 0.17257 1.00000

Nota: Conteo Células Somaticas (CCS), Bacterias Mesdfilas Aerobias (BMA), Acidez porcentual expresada como acido lactico (% ATECAL). Los
pardmetros de ATECAL <0.20 y coagulacion con valor de 2, son los limitantes de la vida Gtil del producto, su valor esta presentado en dias.

*P <0.0002

El proceso de gelificacién guarda relacién con la temperatura empleada durante el proceso
de ultra pasteurizacién y con la protedlisis ocasionada por proteasas termoestables que no se
inactivan posteriormente al tratamiento térmico. La protedlisis es ocasionada por la presencia de
proteinas nativas en la leche, como es la plasmina siendo esta la principal proteasa presente en la
leche. (Anema 2019).

Ismail y Nielsen (2010), describen que la plasmina es parte de un sistema complejo de
proteasa, que se define como “sistema plasmina” que incluye todos los componentes del grupo
plasmina. Este sistema ingresa en la leche a través de la glandula mamaria, ya que tienen su origen en
el plasma sanguineo de la vaca. Chramostova et al. (2017), mencionan que la cantidad de plasmina
es inferior a su zimdgeno inactivo denominado plasmindgeno. El plasmindgeno puede cambiar a su
forma activa (plasmina). Mediante activadores los mismos que se asocian con las micelas de la caseina
de la leche. Politis et al. (1989), describieron que la actividad de plasmina aumenta en la leche durante
la mastitis y en la época de lactancia, asi como el aumento de activadores de plasmindgeno. En la
leche, la relacién de plasmindgeno a plasmina de 4:1, es decir por cada unidad de plasmina presente
se encuentran cuatro unidades de plasmindgeno. A la vez, se encontrd que el plasmindgeno presenta

una mayor resistencia a tratamientos térmicos al compararlo con su zimégeno (la plasmina).
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Maniji et al. (1986), mencionan que no se encontrd plasmina posteriormente al proceso UHT,
mientras que la cantidad de plasmindgeno existente presentd una disminucion de 30% de la cantidad
inicial. Heegaard et al. (1994) encontraron que el plasmindgeno se convierte en plasmina por accion
de dos activadores; el tipo uroquinasa (UAP) que guarda relacidn con las células somaticas y el tipo de
tejido que se relaciona con las caseinas de producto (tAP). La actividad de la plasmina se puede
controlar empleando inhibidores de plasmina, sin embargo, se desactivan por calor por lo que no
pueden ser empleados como un método de control para la activacién de enzimas.

La correlacién alta negativa de la presencia de células somaticas y la coagulacién de edad se
explica por el Activador de Plasmindgeno uroquinasa (UAP) que se encuentra en las células somaticas.
La gelificacién sera causada por la accion de activadores de plasmindgeno enddégenos como la
uroquinasa (Datta y Deeth 2001). De esta manera, la leche con alto contenido de células somaticas
presentara un mayor activador de plasmindégeno uroquinasa, lo que causa una mayor activacion de
plasmina durante la vida de anaquel. La formacién de un gel es el resultado del ataque de la plasmina
en las B-caseinas en el interior de la micela, ocasionando que las micelas se suavicen y forme un gel
suave. Es importante mencionar que temperaturas de almacenamiento superiores a 40 °C, inhibira
el proceso de gelatinizacién por la inhibicidén en el proceso de protedlisis (Datta y Deeth 2001).

Se establecié un andlisis de regresion para obtener una ecuacidon que permitiera predecir la
vida de anaquel de leche ultra pasteurizada en base al conteo inicial de células somaticas en leche
cruda, a partir de la coagulacidon producida durante el almacenamiento (Ecuacién 2). El modelo
presento un R? de 0.9531 lo que indica que el 95% de los datos obtenidos se ajustaron al modelo
matematico (Figura 2).

Vida de anaquel = 24.16498 — (0.0000326 X células somaticas) [2]

La vida de anaquel depende de la diferencia entre el intercepto 24.16498 y el producto de
0.0000326 por el conteo de células somaticas en la leche cruda. Para la obtencion de la ecuacion, se

empled siete observaciones de las cuales el 95% se ajustaron al modelo, lo que se ve reflejado en el
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valor de R? obtenido, esto lo podemos observar en la Figura 2, donde se observa la distribucion de
datos.
Figura 2

Ajuste de modelo indirecto con probabilidad de 0.0002 para predecir vida de anaquel de leche UHT.
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Se observd que a mayor contenido de células somaticas la vida de anaquel se reduce (Cuadro
4). Recio et al. (1996), expusieron que la vida de anaquel de leche ultra pasteurizada se puede ver
afectada por el tipo de tratamiento térmico empleado y las condiciones de almacenamiento. Sin
embargo, todos los lotes fueron elaborados y almacenados bajo las mismas condiciones de
temperatura y almacenamiento, pero presentaron diversos tiempos de vida de anaquel.

De esta manera, el Unico factor variable fue la cantidad de células somaticas presentes
coincidiendo que, a un mayor conteo de células somaticas, la vida util del producto se reducira por
efecto de la gelatinizacion del producto. Los dias de vida atil obtenidos en el estudio, se pueden

correlacionar con los tedricos que se obtendran con el empleo de la Ecuacion 3. Por ejemplo, se



24

calculara el tiempo de vida util de leche UHT para un almacenamiento de 37 dias con un conteo inicial
de células somaticas de 410,000 CS/mL.

Vida de anaquel = 24.16498 — (0.0000326 X células somaticas) [3]

Vida de anaquel = 24.16498 — (0.0000326 x 410,000)

Vida de anaquel = 11 dias

El valor obtenido mediante el cdlculo matematico se relaciond con el obtenido en la
elaboracion del estudio lo que se observa en el Cuadro 4, con una variacidon en el dato real del
encontrado tedricamente del 9%. En el Cuadro 4, describe el tiempo de vida util real obtenido en el
desarrollo del estudio y el tiempo de vida estimado empleando la Ecuacién 2. Se procedid al analisis
de esta, con una prueba t de estudiante con un valor P > 0.05 sin embargo, no se encontro diferencia
significativa. Determinando que no existe una diferencia entre el tiempo de vida util real y el estimado,
obtenido en base al conteo inicial de células somaticas.

Cuadro 4

Tiempo de vida de anaquel real y estimado de leche UHT basado en el conteo inicial de células

somadticas.
Lote Células somaticas Tiempo de vida util Tiempo de vida Util estimado
(CS/ml) real (Dias) (NS) (Dias) (NS)
Lote 1 220,000 20 17
Lote 2 410,000 10 11
Lote 3 260,000 15 17
Lote 4 640,000 05 04
Lote 5 630,000 05 04
Lote 6 180,000 20 19
Lote 7 300,000 15 15
Pr>|t] 0.9011

Nota: Los lotes que presentaron mayor conteo de células somaticas fue el lote cuatro y cinco, Los mismos que presentaron el menor tiempo

de vida util por efecto de la coagulacién en el producto. NS (No Significativo)
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Correlacion de Parametros Durante la Vida de Anaquel del Producto
Se establecidé una correlacion entre las variables analizadas en las 70 muestras, del analisis de
vida de anaquel, las que se detallan en el Cuadro 5. En este cuadro se detalla la correlacién de los
parametros evaluados.
Cuadro 5

Correlacion de pardmetros de leche UHT por 50 dias post tratamiento térmico.

Tiempo BMA Densidad pH (%) . P', . Coagulacién
UFC/ml g/cc ATECAL Crioscopico

Tiempo 1 0.49146*  -0.10117 -0.84098* 0.80476* -0.40814* 0.88795*
BMA 0.49146* 1 -0.00302 -0.47792* 0.39319 -0.17156 0.49119*
Densidad -0.10117 -0.00302 1 0.10184 -0.04981 0.17895 -0.08839
pH -0.84098* -0.47792* 0.10184 1 -0.86116* 0.43379* -0.78173*
ATECAL (%) 0.80476* 0.39319 -0.04981 -0.86116* 1 -0.44629* 0.70696*
E'rioscépico -0.40814* -0.17156 0.17895  0.43379* -0.44629* 1 0.50508*

Coagulacién 0.88795* 0.49119* -0.08839 -0.78173* 0.70696* 0.50508* 1

Nota: Conteo Células Somdticas (CCS), Bacterias Mesdfilas Aerobias (BMA). Acidez porcentual expresada como dcido ldactico (ATECAL)

*Probabilidad < 0.0001

El tiempo presentd una probabilidad menor de 0.001 y alta correlacion (Valor de correlacién)
con las variables coagulacion (0.89), acidez (0.80) y pH (0.84). Es decir, a medida que el tiempo
aumenta hay una reduccion en el valor de pH y un aumento del valor ATECAL. Gaucher et al. (1980),
mencionan que durante el almacenamiento se producira una agregacion de particulas que en primer
lugar formaran un gel. Las particulas mds grandes se encontrardn en la superficie del envase, lo que
se produce por cambios estructurales en el producto durante el almacenamiento. Nieuwenhuijse
(1995), menciona que la rapida agregacién de particulas produce un conjunto de proteinas resultando
en la formacidn temprana de un gel. Por lo que, el tiempo de almacenamiento guarda una relacion
positiva con la coagulacién generada en el producto.

Karlsson et al. (2019), encontraron que el pH en el almacenamiento tiende a presentar una
disminucién lineal con el tiempo, lo que coincide con la correlacién negativa encontrada entre las

variables de pH y tiempo. Negri (2005), menciona que el pH representa la concentraciéon de
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hidrégenos libres de la leche, lo que representa la acidez actual. Por otro lado, el analisis de la acidez
actual y potencial se denomina acidez en la leche. El ATECAL evalua la acidez titulable y la desarrollada,
es decir, guarda relacién con el PH, ya que para su evaluacidn se busca liberar los grupos H* al medio
para su cuantificaciéon. La acidez titulable (ATECAL), presento una probabilidad <0.0001 y alta
correlacién negativa 0.86 con el pH. Esta relacidon se explica por la relacién de las variables, al evaluar
la acidez actual del producto.

Las bacterias mesdfilas aerobias (BMA) presentan una baja correlacidon con una probabilidad
P < 0.001, con el tiempo (0.43) y el pH (0.47). El crecimiento de BMA en producto UHT, se produce
por la sobrevivencia de microorganismos esporulados en el proceso térmico. Los microorganismos
esporulados, son bacterias termo duricas que toleran los tratamientos térmicos y pueden ocasionar
cambios en la vida util del producto. El crecimiento de estos microorganismos se relaciona con el
tiempo. Sin embargo, su desarrollo es independiente y el valor encontrado en la muestra dependera
de la muestra evaluada. Ya que se conoce, que en un lote de analisis las muestras no presentan
homogeneidad en el crecimiento microbiolégico.

Por otro lado, el desarrollo de microorganismos en el producto se correlaciona con otras
variables analizadas. Guillaume-Gentil et al. (2002) mencionan que la principal contaminacién en
leches ultra pasteurizadas se da por los microrganismos del género Bacillus spp., lo cual se da por las
células vegetativas que presentan, las mismas que no son patégenas y no causan deterioro visible en
el producto. Ziyaina et al. (2018), relacionaron la presencia de bacterias aerobias con los cambios
generados en la vida de anaquel de leche fluida, donde se correlaciondé que la cantidad de bacterias
en el producto resulta en la disminucion del pH, por la acidificacion generada por las bacterias
denominada acidez desarrollada.

La coagulacidn o gelatinizacién presenta una correlacion alta positiva con la variable tiempo.
Raynes et al. (2018), mencionan que la gelificaciéon por edad guarda una relacién con el tiempo y

temperatura empleada, en el almacenamiento y proceso térmico. Se menciona que un proceso de
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esterilizacién a una temperatura en el rango de 135 a 140 °C por un tiempo de cinco segundos o mas,
puede acelerar la presencia de gelatinizacion por edad durante el almacenamiento del producto. Sin
embargo, el proceso de gelatinizacién se caracteriza por aparecer en la parte superior del producto y
expandirse a lo largo del envase una vez iniciado el proceso, es decir que a mds tiempo de almacén la
gelatinizacién por edad aumentard. Lo que coincide con lo mencionado por Zadow y Chituta (1975),
en que el tiempo y temperatura de esterilizacidn influird en el proceso de gelatinizacion por edad, asi
como el almacenamiento.

En los parametros de vida de anaquel, se encontraron diversos coeficientes de variacidon
durante el desarrollo del estudio, como se observa en el Cuadro 6. un coeficiente de variacion menor
a 7% en las variables de % grasa, densidad, pH, ATECAL, y punto cronoscopio. La variacidn se explica
por cambios generados en el almacenamiento, y el error humano con respecto a la metodologia
empleada. La coagulaciéon presenta un CV de 34%, esta variacion se debe a la relacién de la variable
con el contenido de células somaticas en leche cruda, lo que produjo heterogeneidad en los lotes
evaluados. El mayor CV% se presenté en el analisis de BMA. La alta variacion en el parametro de BMA,
se explica porque en leche UHT se espera una esterilizacién comercial, sin embargo, hay sobrevivencia
de microorganismos esporulados. Los mismos, que no se distribuyen de manera homogénea en los
lotes provocando un incremento en el coeficiente de variacion, porque la sobrevivencia y desarrollo
de los organismos esporulados dependera de factores como el tratamiento térmico empleado,
cantidad y de BMA presentes la leche cruda.

Cuadro 6

Promedio y coeficiente de variacion (CV) los paradmetros vida de anaquel de leche fluida UHT.

Media + DE CV%
BMA (UFC/ml) 1.50+0.91 55.26
DENSIDAD (g/cc) 1.20+0.03 2.97
PH 6.563 +0.14 1.07
% ATECAL 0.182 +0.02 5.45
P CRIOSCOPICO (°C) -0.529 £ 0.02 4.21
COAGULACION 2.506+1.84 34.81

Nota: Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA), Acidez Titulable Expresada Como Acidez Lactico (ATECAL).
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Conclusiones
El parametro de calidad de leche cruda que mas afecto la vida de anaquel de leche UHT
hasta alcanzar un valor de coagulacidn de 2, fue el recuento de células somaticas, debido al aumento
de la gelatinizacidn durante el almacenamiento.
La leche UHT presenté cambios fisicoquimicos durante los 50 dias de almacenamiento, siendo
la coagulacion y acidez (pH y ATECAL) las variables que mdas se correlacionan con el tiempo del

producto.
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Recomendaciones
Evaluar la formacién y composicién del proceso de gelificacion a diversas temperaturas de
almacenamiento.
Analizar el contenido de proteina de la leche fluida UHT durante la vida de anaquel.
Emplear leche cruda con bajos conteos de células somdticas en la empresa Lacteos Santillan para

la elaboracién de leche UHT.
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