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Resumen

El estudio se basé en la aplicacion de Campos Eléctricos Pulsantes (CEP) en leche fluida, con el fin de
determinar la Vida de Anaquel (VA) en LLeche Cruda (LC), Leche Pasteurizada (LP), Leche con CEP
(LCep) y Leche con Pasteurizacidon y CEP (LPCep). Se evalud el efecto de los tratamientos y dos
temperaturas de almacenamiento (4 y 7 °C) en las variables microbioldgicas (Bacterias Mesdfilas
Aerobias (BMA), Psicrétrofos (PSI), Enterobacterias (ENT), Coliformes Totales (CT) y E. coli), y sobre
variables fisicoquimicas (ATECAL y degradacion de proteinas). Los muestreos se ejecutaron a los 0, 7,
9, 12, 15 y 18 dias. Se utilizé un disefio de Bloques Completos al Azar, con tres repeticiones. Se
analizaron los datos mediante un ANDEVA, una interaccién entre tratamiento x temperatura con 95%
de significancia y un andlisis de correlacidn. Se determiné que la LP y LPCep extendieronlaVAa1lly
10 dias, respectivamente. En cuanto a acidez, la LPCep obtuvo al dia 15 una acidez de 0.17 y 0.24% a
4y 7 °C. La degradacion de proteinas con el mismo tratamiento registré al dia 12 una degradacion de
1.72y3.98% a4y 7 °C, respectivamente. Se concluyd que los CEP junto a la pasteurizacidn poseen un
efecto significativo de inhibicién sobre BMA y PSI, mas no en CT, ENT y E. coli. La temperatura tiene
efecto en la produccion de ATECAL y degradacion de proteinas. Se recomienda evaluar el efecto de
los CEP en para la inactivacidn de patdgenos.

Palabras clave: leche fluida, métodos de conservacién, microorganismos deterioradores,

tratamiento térmico y no térmico.



Abstract

The study was based on the application of Pulsed Electric Fields (PEF) in fluid milk, in order to
determine the Shelf Life (SL) in Raw Milk (RM), Pasteurized Milk (PM), Milk with PEF (MPEF) and Milk
with Pasteurization and PEF (MPPEF). The effect of the treatments and two storage temperatures (4
and 7 °C) on microbiological variables (Aerobic Mesophilic Bacteria (AMB), Psychrotrophs (PSY),
Enterobacteriaceae (ENT), Total Coliforms (TC) and E. coli), and on physicochemical variables
(titratable acidity and protein degradation) were evaluated. Sampling was performed at 0, 7,9, 9, 12,
15 and 18 days. A Randomized Complete Block design was used, with three replicates. Data were
analyzed using an ANOVA, a treatment x temperature interaction with 95% significance and a
correlation analysis. It was determined that PM and MPPEF extended SL to 11 and 10 days,
respectively. As for acidity, MPPEF obtained an acidity of 0.17 and 0.24% at 4 and 7 °C at day 15.
Protein degradation with the same treatment recorded at day 12 a degradation of 1.72 and 3.98% at
4 and 7 °C, respectively. It was concluded that PEF together with pasteurization had a significant
inhibitory effect on BMA and PSI, but not on CT, ENT and E. coli. Temperature influenced titratable
acidity production and protein degradation. It is recommended to evaluate the effect of CEP on
pathogen inactivation.

Key words: fluid milk, preservation methods, spoilage microorganisms, thermal and non-

thermal treatment.
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Introduccion

La leche es de especial interés porque proporciona los micro y macronutrientes necesarios
para una buena nutricidn, incluyendo calcio, riboflavina, folato, vitaminas A y B-12, proteinas de alta
calidad, acido linoleico y alfa-linoleico (Miller et al. 2022). A su vez, posee los nueve aminodcidos
esenciales (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina).
El perfil de las proteinas de la leche se clasifica como proteinas de calidad con el mayor valor bioldgico,
buena digestibilidad (97 a 98%), rapida absorcion y utilizacidén en el cuerpo (Rafig et al. 2016).

En general, casi la mitad de los alimentos frescos del planeta se pierden tras su cosecha o se
desperdicia en comercios y hogares (IFCO Systems 2020). Cabe mencionar que, 1.3 mil millones de
toneladas de comida son desperdiciadas o desechadas por distintas razones, y referente a los
productos lacteos, estos registran pérdidas de hasta un 20% a nivel mundial (FAO 2015). La produccién
y consumo responsable representado en el Objetivo de Desarrollo Sostenible 12 (ODS) dicta que es
importante reducir a la mitad el desperdicio per cdpita de alimentos en el mundo a nivel de comercio
minorista y consumidores para crear cadenas de produccidn y suministro mas eficientes (PNUD 2015).
Por lo tanto, la problematica radica en que alimentos altamente perecederos como la leche fluida, son
desechados debido su rapido deterioro. Debido a esto, garantizar la inocuidad y calidad durante la
vida de anaquel mediante su procesamiento, es un tema de alto calibre.

La Vida Anaquel (VA) se define como el periodo de tiempo, en condiciones de almacenamiento
definidas, en el que un alimento sigue siendo aceptable para el consumo humano en términos de
inocuidad, atributos nutricionales y caracteristicas sensoriales (Corradini 2018). En cuanto a la leche,
el principal cambio que sufre es el microbiolégico y quimico, y la vida anaquel de este liquido se ve
limitada por la acidificacion de este por parte de la produccién de acido lactico (Fusco et al. 2020).

Esto, conduce a la importancia de la calidad higiénica de la leche y esta se refiere a la cantidad
y tipo de bacterias presentes, como consecuencia de su manejo durante el proceso de ordeno,
almacenamiento, transporte y procesamiento (Cipolatti y Lazarraga 2016). A su vez, esto puede ser

monitoreado mediante los microorganismos indicadores, ya que estos pueden significar la presencia
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potencial patégenos, un fallo en las condiciones de higiene exigidas por las de las Buenas Practicas de

Manufactura (BPM), o un fallo del proceso. Los microorganismos indicadores mds comunes son
Bacterias Mesdfilas Aerobias, Coliformes Totales, E.coli y Enterobacterias (Tortorello 2003b).

El reto de la industria radica en la busqueda de tecnologias que reduzcan la carga microbiana
y asi conservar al maximo las caracteristicas nutricionales y sensoriales de los alimentos (Martinez
Giron et al. 2021). En los ultimos afos, han surgido diferentes tecnologias que no requieren
tratamientos térmicos como: la alta presidon hidrostatica, campos eléctricos pulsados, radiacion
ionizante, ultrasonido, microondas, entre otras. Este tipo de tratamientos no térmicos son capaces de
inactivar microorganismos a temperatura ambiente asegurando la inocuidad y calidad de los
productos a tratar (Sabbir Masim et al. 2021).

Los Campos Eléctricos Pulsados (CEP), son considerados un tratamiento no térmico debido al
ligero incremento de temperatura que tiene el producto expuesto al mismo y puede utilizarse como
alternativa o en complemento con procesos térmicos convencionales como pasteurizacion para
inactivar los microorganismos y enzimas en alimentos liquidos como la leche (Bhat et al. 2020). Esta
tecnologia de CEP consiste en un tratamiento eléctrico con pulsos de campos eléctricos de alto voltaje
durante un corto tiempo (Alirezalu et al. 2020).

En la Ultima década, se han realizado diversos estudios sobre la aplicacion de CEP en alimentos
liguidos, teniendo un efecto sobre la membrana plasmatica permitiendo la conservacion de los
alimentos. Otro estudio realizado en el 2015, afirma que al utilizar un tratamiento de CEP en leche
descremada inactiva Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae y Lactobacillus brevis con pulsaciones
de 10 kV/cm con un pulso de energias totales de 50-250 kJ/L (Lee Gloon et al. 2015).

Con base a lo anterior, el uso de tecnologias emergentes puede ayudar a reducir el recuento
microbiano en alimentos (Bhat et al. 2020). Los propdsitos de este estudio fueron: (i) determinar el
tratamiento que alarga en mayor medida la vida de anaquel de la leche descremada; (ii) monitorear
el crecimiento de microorganismos indicadores en la leche descremada entre tratamiento térmico y

no térmico; y (iii) comparar dos temperaturas de almacenamiento en variables fisicoquimicas.
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Materiales y Métodos

Localizacién del Estudio

El estudio se realizé en el laboratorio y zona de procesamiento de la Planta de Lacteos, el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LMAZ) y el Laboratorio de Analisis de
Alimentos de Zamorano (LAAZ). Todas las locaciones se encuentran ubicadas en el Departamento de
Agroindustria Alimentaria de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.
Procesamiento de la Materia Prima, Recoleccion de Insumos y Definicion de Cantidades
Recibimiento de Materia Prima y Descremado

En la seccion de recibo de leche dentro de la Planta de Lacteos de Zamorano, se recibio la
materia prima cruda a 4 °C proveida por la Unidad de Ganado Lechero de la misma localidad. Esta
paso por una descremadora y mediante la desviacion de una tuberia, se recolectaron 2.8 L de Leche
Cruda descremada (LC) al 0.5%. Como paso seguido, se envasé en un bote con capacidad de 3.78 Ly
se refrigerd en el Laboratorio de la Planta de Lacteos.
Pasteurizacion

La leche se sometié a un tratamiento térmico convencional HTST (high temperature, short
time) de 85 °C durante 15 segundos. Esta siguio su procesamiento tal y como se describe en la Figura
1 con el fin de recolectar 2.8 L de Leche Pasteurizada descremada (LP) al 0.5% de grasa.
Posteriormente se envasé en un bote con capacidad de 3.78 L y almacend a 4 °C en el laboratorio de

la Planta de Lacteos de Zamorano.
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Figural

Flujo de proceso de pasteurizacion en la Planta de Ldcteos de Zamorano.

Recepeidn de

matcria prima

Descremado 0.5% de grasa

Pasteurizacién 85°C,15s

Homogenizacién 2,000 psi

Envasado

Aplicacion de Campos Eléctricos Pulsantes

Se utilizé el equipo generador de campos eléctricos pulsantes creado por el Instituto Técnico
de Honduras a peticién de Casasy Villacrés (2015). La leche fluida se introdujo en una cdmara cilindrica
compuesta por un catodo y un dnodo, en donde el catodo es un cilindro de acero inoxidable de grado
alimenticio, y posee una altura 34 cm y un didmetro externo de 3.8 cm. Este catodo se inserta dentro
del dnodo, el cual corresponde a un cilindro de acero inoxidable de igual altura que se ensambla con
el catodo y tiene un didmetro externo de 5.71 cm. La leche es colocada entre la separacion de ambos
cilindros, conformando asi la cdmara del equipo, la cual en las orillas estd aislada con tefldn para evitar
qgue el potencial eléctrico salga de la cdmara. Por las extremidades de cada cilindro sale un cable
conductor que se conecta al sistema de creacién del choque eléctrico. Toda la cdmara se encuentra
montada sobre un pedestal para su conveniencia de manejo. El equipo se conecta a la red doméstica
con 110-120 V de Corriente Alterna (CA). El transformador tipo Flyback del equipo es el responsable
de multiplicar la tension de entrada para alcanzar el campo eléctrico requerido. En general, el

generador de campos trabaja bajo ondas cuadradas monopolares positivas.
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Como primer punto, se tomé la mitad de la leche previamente pasteurizada y almacenada, la

cual correspondio a 1.4 L. Se aplicaron 35 kV cm™, con un ancho de pulsos de 2.3 ps y una frecuencia
de 50 Hz en cuatro ciclos distintos de 330 mL cada uno para obtener un total de 1.32 L de Leche
Pasteurizada con Campos Eléctricos Pulsante (LPCep). Cabe resaltar que la capacidad de la camara de
tratamiento de CEP es de 0.45 Ly entre cada ciclo de aplicacidon de campos, se lavd el equipo con agua
estéril, alcohol y detergente alcalino. Los 80 mL sobrantes se contemplaron como excedentes y se
desecharon al final del proceso.

Por otra parte, se procedié a la aplicacién del CEP a la mitad de la leche cruda que se almacené
con anterioridad para obtener la leche con campos eléctricos (LCep) y se realizé exactamente el mismo
proceso que se le aplico a la LPCep (Figura 2). Los tratamientos se realizaron con leche a 4 °Cy fueron
ubicados en dos envases rotulados con capacidad de 1.8 L, uno para cada tratamiento con CEP, y
trasladados al Laboratorio de Microbiologia de Zamorano junto con la LCy LP.

Figura 2

Flujo de proceso de aplicacion de campos eléctricos a leche cruda.

Recepeion de

materia prima

0.5% de grasa

Campos eléctricos
Envasado

“

35kV,2.3us

Recoleccion y Separacion de Insumos
Cada uno de los cuatro tratamientos contd con 12 frascos plasticos estériles con capacidad de

110 mL de muestra cada uno, siendo seis de ellos destinados a un almacenamiento de 4 °Cy los otros
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seis, a 7 °C. Estos frascos fueron equivalentes a los seis dias de muestreo para cada temperatura, a

excepcion del dia 0, que se contemplaron 4 frascos generando un total de 44 unidades rotuladas.
Andlisis Microbioldgicos
Comparacion de la sobrevivencia de microorganismos en la leche descremada entre tratamiento
térmico y no térmico.

Se realizo6 analisis microbioldgicos de Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA), Coliformes Totales
(CT), E. coli, Enterobacterias (ENT) y Bacterias Psicrdtrofas (PSl), tal como se muestran en el Cuadro 1,
por medio de la técnica de vaciado en placa, expresando los resultados en Log (UFC/mL). Para realizar
dichos andlisis, se tomd 1 mL de la muestra para disolverlo en 9 mL de buffer de fosfato, siendo esta
la primera dilucién (1/10), se realizaron diluciones desde 1/10 hasta 1/10,000,000, dependiendo del
tratamiento y la temperatura a evaluar. Esto fue con objetivo monitorear el crecimiento de la
microflora y definir el tratamiento aplicado y temperatura de almacenamiento que inhiben en mayor
medida la carga microbiana a través del tiempo.
Cuadro 1

Descripcidn de insumos, tiempos y temperaturas de incubacion de cada andlisis microbioldgico.

Microorganismo Medio de Cultivo Incubacion
Bacterias Mesdfilas Aerobias Agar Cuenta Estandar 35+ 1 °Cdurante 48 horas
Coliformes Totales ABRV
Escherichia coli ABRV + ABRV-MUG 35+ 1 °Cdurante 24 horas
Enterobacterias ABRYV Glucosa
Bacterias psicrétrofas Agar Cuenta Estandar 7 °C durante 10 dias

Nota. ABRV: Agar Bilis Rojo Violeta; MUG: 4-metilumbeliferilg-D-glucurénido.
Andlisis Fisicoquimicos

Medicién de la Acidez Titulable Expresada como Acido Lactico (ATECAL).

Para este analisis se extrajeron 9 mL de leche de cada frasco de los cuatro tratamientos a dos
temperaturas con ayuda de una pipeta graduada y un bulbo de succién. Estos fueron depositados
dentro de un vaso de precipitado, se afiadieron 3 gotas de solucién de fenolftaleina (preparada al 2%

en etanol al 96%) y se mezclé para su homogenizacién.
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La mezcla se tituld con hidréxido de sodio (NaOH 0.1 N) estandarizado contenido en una

bureta y mediante agitacién del vaso de precipitado, se afadieron gotas de NaOH y la valoracién se
establecié al aparecer el primer cambio de color (a rosa) y persistio durante 30 segundos.
Posteriormente, se procedid a la lectura del volumen utilizado en la bureta y se anoté.

Para el cdlculo de acido lactico se empled la Ecuacién 1, para expresar el resultado en

porcentaje (%) ATECAL. Este andlisis de rigid bajo el método IRAM 14005 (Fabro et al. 2006).

R~ s ti~_ 0.9 xmLNaOH 0.1N
% Acido Lactico= /gramos de muestra [1]

Medicion Degradacion de Proteinas por Medio de Centrifugacion.

Algunos componentes de la leche, como las proteinas y las membranas de los gldbulos de
grasa de la leche (MFGM) son susceptibles a cambios después de tratamientos térmicos, cabe recalcar,
pocos estudios han demostrado desnaturalizacién de las proteinas al usar CEP para leche fluida
(Sharma, Oey y Everett 2014).

Para medir la degradacion, se hizo por medio de una Centrifugadora VWR® symphony™
4417/R utilizando un rotor de 5/7 por 50 mL, con una capacidad de 6 tubos. Se realizé un llenado de
45 mL de los diferentes tratamientos en los 4 tubos y en los dos restantes, se llend con agua para
mantener el equilibrio del equipo. Se procedié a programar la centrifugadora con 3,219.84 Fuerza g
(RCF) a 4 °C por 10 minutos. Dicho proceso se realizd por duplicado para ambas temperaturas de
almacenamiento, para asi obtener un promedio de los resultados. Para expresar dicho valor en
porcentaje, se realizo la respectiva diferencia de las repeticiones en cada uno de los tratamientos para
cada dia de muestreo, luego se dividié entre el peso de la muestra, el cual se obtuvo multiplicando 45
mL por la densidad de la leche (1.036 g/mL) y se multiplicé por 100 cada valor.

Determinacion del Tratamiento que Alargue en Mayor Medida la Vida de Anaquel de la Leche
Descremada
En los dias establecidos para muestreos de las variables de interés (0, 7, 9, 12, 15 y 18 dias),

los resultados de recuentos microbianos se compararon a través del tiempo con los limites
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microbioldgicos maximos aceptables de la Norma MINSA (2008) y demas literaturas, respectivamente

para la leche descremada pasteurizada (Cuadro 2) y la leche descremada cruda (Cuadro 3). Esto se
realizd con el fin de determinar el tratamiento que mantuvo el crecimiento de microorganismos
deterioradores por debajo del margen permisible durante mas tiempo. El mismo mecanismo se
implementd para el monitoreo de porcentaje ATECAL. Al momento de ser alcanzados los limites
maximos para cada variable, se establecia el fin de la vida de anaquel. Cabe resaltar que los recuentos
de meséfilos aerobios y coliformes totales son los Unicos deterioradores contemplados en la norma
oficial del MINSA, por lo tanto, estos fueron los principales delimitadores para definir la vida de
anaquel en pardmetros microbiolégicos.

Cuadro 2

Delimitacion de valores aceptables de acidez y criterios microbioldgicos para determinacion de la

vida anaquel de la leche pasteurizada.

Variable de interés

Valor aceptable*

% ATECAL

Bacterias Mesdfilas Aerobias
Coliformes Totales

E. coli

Enterobacterias

Bacterias psicrétrofas

0.14-0.18

Maximo 5 x 10* UFC/mL

Méximo 10 UFC/mL
<10 UFC/mL
Méximo 10 UFC/mL
<10° UFC/mL

Nota. *Los valores son en referencia a el Acuerdo RTCA (2009) de criterios microbioldgicos, al Reglamento (UE) N° 365/2010 (Comision

Europea 2010), a (Novoa y Restrepo 2007), MINSA (2008), y en base a SAG (2001), acuerdo No. 656-01, Food and Drug Administration

(2019). ATECAL: acidez titulable.

Cuadro 3

Delimitacion de valores aceptables microbioldgicos para determinar la vida anaquel de la leche

cruda.

Variable de interés

Valor aceptable*

% ATECAL

Bacterias Mesdfilas Aerobias
Coliformes Totales

E. coli

Enterobacterias

Bacterias psicrétrofas

0.14-0.18
Maximo 10% UFC/mL
< 10% UFC/mL
<3 x10* UFC/mL
Maximo 102 UFC/mL
<108 UFC/mL

Nota. *Los valores son en referencia a MINSA (2008), SAG (2001), acuerdo No. 656-01, Food and Drug Administration (2019), a (Novoa y

Restrepo 2007), (National Standard of Iran 2002), y en base a (Adil et al. 2011)., 2011. ATECAL: Acidez Titulable.
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Segun los resultados, se compard con los pardmetros establecidos para cada tratamiento

aplicado y se determind de esa manera el tratamiento que preservd los limites aceptables
microbioldégicamente por mayor tiempo.
Disefio Experimental

El disefio experimental usado fue un Bloques Completos al Azar (BCA) con un arreglo factorial
(4 x 2) tal como se muestra en el Cuadro 4.
Cuadro 4

Planteamiento de arreglo factorial 4 x 2.

Temperatura de

Factores Tratamiento aplicado a la leche . R
almacenamiento (°C)

Leche Cruda (LC)
Leche Pasteurizada (LP)
Leche Cruda con Campos Eléctricos Pulsantes (LCep)
Leche Pasteurizada con Campos Eléctricos Pulsantes (LPCep)

4
Niveles

Como resultado del arreglo factorial, se establecieron ocho tratamientos que corresponden a
4 procesamientos distintos para las leches descremadas y dos temperaturas distintas de
almacenamiento. A su vez, los bloques del experimento fueron representados mediante tres
repeticiones con toma de datos en seis Medidas Repetidas en el Tiempo (MRT) en cada repeticion,
siendo los dias de muestreo a los 0, 7, 9, 12, 15 y 18 dias, generando un total de 144 unidades
experimentales, en base a la Ecuacién 2.

4 TRT x 2 TEMP x 3 REP x 6 MRT = 144 UE [2]

Las variables independientes contempladas en el estudio fueron representadas por los cuatro
tratamientos con inclusidn de las dos temperaturas. Se evalud el efecto de los tratamientos sobre la
variable dependiente de vida util y se determind mediante el monitoreo a través del tiempo del
crecimiento de bacterias mesodfilas aerobias, bacterias psicrétrofas, enterobacterias, coliformes
totales, E. coli, acidez titulable y degradacidn de proteinas mediante centrifugacion. Cada pardmetro

se rigié bajo sus limites aceptables y maximos (Cuadros 2 y 3).
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Andlisis Estadistico

El efecto de los tratamientos se analizd estadisticamente en el software Statistical Analysis
System (SAS®), basado en un nivel de significancia < 0.05. El analisis de varianza se realizé con el fin de
obtener las medias del efecto de los tratamientos y la temperatura en la vida util de la leche. Se realizé
un calculo de medias ajustadas usando el procedimiento de cuadrados minimos (LSMEANS) para
evaluar la interaccién entre el tratamiento y temperatura (TRTXTEMP). Correlaciones entre los
tratamientos y las poblaciones de microorganismos, acidez titulable y degradacién de proteinas se
evaluaron con la prueba de Pearson. Esto regido bajo el modelo lineal de la Ecuacion 3.

Vida atil = p + TRT+ BLK + TEMP + TRT x TEMP + € [3]
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Resultados y Discusion

Determinacion del Tratamiento que Alarga en Mayor Medida la Vida de Anaquel

Tanto la temperatura de almacenamiento como los tratamientos realizados obtuvieron un
efecto sobre los dias de vida util (P = 0.0224), siendo el primero de ellos el mas influyente (P = 0.0027)
gue el procesamiento de la materia prima (P = 0.0224). Los tratamientos LP y LPCep, fueron los que
alargaron en mayor medida la vida de anaquel con 11y 10 dias, respectivamente (Cuadro 5).
Cuadro 5

Dias de vida de anaquel de leche segun tratamiento y temperatura de almacenamiento.

Dias de vida de anaquel®

Tratamiento 4°C 7°C
Leche pasteurizada 11 +9.64 @ <7V
Leche pasteurizada con campos eléctricos 10+4.16 3 <7V
Leche con campos eléctricos <7* <7*
Leche cruda 0+ 0.00 °* 0+ 0.00 **
C.V (%) 135.05

Nota. € Vida de anaquel basada en el cumplimiento de MINSA (2008) C.V.: Coeficiente de Variacion #® letras diferentes en la misma columna

indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). * letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre

temperaturas (P < 0.05); <7: al dia 7 sobrepasaron el limite maximo.

Monitoreo de Crecimiento de Microorganismos Indicadores Durante Almacenamiento

De forma general, todos los microorganismos se vieron afectados significativamente por el
efecto de los tratamientos (P < 0.05), destacando a la leche pasteurizada con campos eléctricos como
el tratamiento que redujo en mayor medida la microflora de la leche cruda seguido por la leche
pasteurizada (Cuadro 6). Ademads, los coliformes totales presentaron el mayor porcentaje de
reduccidn al dia cero mediante la aplicaciéon de LPCep, siendo esta >3.91 log y representada por un
decrecimiento de un 99.99%. Sucesivo a esto, los psicrétrofos mostraron una reduccidn del 99.9%.

Resultados similares se denotan tras la aplicacién de pasteurizacion.
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Cuadro 6

Conteos iniciales de microorganismos indicadores en leche cruda expresados en Log (UFC/mL) + D.E.

y sus reducciones tras distintos tratamientos aplicados.

Variable LC LCEP LP LPCEP Pr>F
Meséfilos aerobios 7.06+0.73° 4.62+1.77° 2.32+0.18°¢ 2.45+0.15¢ 0.0014
Enterobacterias 5.10+1.22° 4.64+2.47° 1.13+0.49° 1.42+0.98" 0.0376
Coliformes Totales 491+1.11° 442 +2.45° 1.13+0.49° <1°b 0.0264
E. coli <23 <22 <1°b <1°b <.0001
Psicrétrofos 4.67 £0.95 2 3.21+1.81°2 <1°® <1°® 0.004

Nota. D.E.: Desviacion Estandar; LC: Leche cruda; LCEP: Leche con Campos Eléctricos Pulsantes; LP: Leche pasteurizada; LPCEP: Leche
pasteurizada con campos eléctricos pulsantes; ¢ letras diferentes en la misma fila? O columna? indican diferencias significativas entre

tratamientos (P < 0.05); Pr>F: valor de la probabilidad (P < 0.05).

Bacterias Mesofilas Aerobias

La carga inicial de mesdfilos aerobios en la leche cruda fue de 7.06 + 0.73 Log UFC/mL. Se
registraron reducciones significativas de 2.44 log UFC/mL posterior al tratamiento de CEP de 35 kV
durante 2.3 ps, no obstante, reducciones auin mas significativas fueron evidenciadas con 4.6 y 4.74
ciclos logaritmicos luego de los tratamientos de pasteurizacién en conjunto a campos eléctricos y
pasteurizacion por si sola, respectivamente (Cuadro 7). Esto, presenta semejanza con el estudio de
Fernandez-Molina et al. (2005), en el cual se reporté una reduccion de 4.2 log en condiciones similares
en cuanto a la combinacion entre campos eléctricos y un tratamiento HTST. A su vez, Murphy et al.
(2016), indicaron que recuentos de BMA bastante altos (>1,000,000 UFC/mL) en la leche cruda,
pueden condicionar su estado y causar defectos posteriores a su procesamiento. En suma, la carga
inicial previa a su procesamiento pudo verse compuesta por mesodfilos Gram positivos como
Corynebacterium, Mycobacterium y Lactobacillus spp. produciendo acidificacion por fermentacion de
lactosa y Gram negativas como Acinetobacter (Kornacki 2010). Dentro de este contexto y con un
enfoque en almacenamiento a 4 °Cy luego de su procesamiento, estos no fueron inactivados en su
totalidad debido al alto recuento inicial. Siendo la LPCep, el tratamiento que controlé en mayor
medida la proliferacion posterior de estos microorganismos finalizando su vida atil el dia 15 con 4.29
log, seguido de la LP con 4.69 log para el dia 12 (Anexo A). Esto regido bajo la norma del MINSA (2008)

que dicta que el limite maximo aceptable es de 4.7 log/mL. Bajo estas condiciones, los Streptococcus,
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Corynebacterium y Bacillus spp. pueden sobrevivir al proceso térmico (Kornacki 2010). Este

comportamiento puede ser explicado con que la pasteurizacion esta disefiada para proporcionar una
reduccién de 5 logs (Ozer y Yaman 2014), no obstante, al obtener una carga inicial superior a esta, la
pasteurizacion no logra eliminar en su totalidad la poblacidn de meséfilos, requiriendo asi, un segundo
tratamiento para causar un mayor impacto a lo largo de los dias de almacenamiento. Este segundo
método de inactivacién aplicado, estd basado en los conceptos de agotamiento metabdlico, y a
medida que los microorganismos se enfocan en mecanismos de reparacién, para recuperarse de su
entorno hostil tras la electroporacion, gastan energia y mueren (Rodriguez Gonzalez 2010), siendo
esto un refuerzo sobre la inactivacién de la poblacién sobreviviente al tratamiento térmico. Estos
resultados se vieron mayormente afectados por la interaccién entre la temperatura con distintos
tratamientos (P < 0.0001).

Cuadro 7

Recuentos de Bacterias Mesdfilas Aerobias en leche durante 15 dias de almacenamiento a4y 7 °C.

Log UFC/mL + DE

T°C TRT Tiempo (dias)
0 7 9 12 15
7 LC 7.06+0.73%Y  8.35+0.282%  817+0.85°%  8.59 % 0.45 ¥ 9.02 + 0.712*
LCep 4.62+1.77°% 7.09+0.66°Y  8.09+0.612%  819+0.333%  7.72+0.76®%
LP 2.32+0.18°? 543+1.11PY  6.25+0.67PY  8.34+0.662*  8.40+0.26 320
LPCep  2.46+0.15°? 530+0.94°Y 5.23 +1.60 Y 7.54+0.132%  7.94+0.28
4 LC 7.46+1.16°%  7.26+0.84%®Y 7890562  8.58+1.152*
LCep 7.81+0.46°%  6.89+1.382Y  7.84+0.40%"  7.62+0.56°%
LP 2.34+0.41 2 3.20 £ 0.54 92 4.69+0.57°Y 4,78+ 0.68°Y
LPCep 2.83+0.52¢2  331+0.179"% 350+0.14°¥  4.29+0.39¢
C.V. (%) 51.77 38.82 33.68 26.10 24.38

Nota. TRT: Tratamiento; T °C: Temperatura de almacenamiento en °C; C.V.: Coeficiente de Variacidon; D.E.: Desviacion Estandar; LC: Leche

cruda; LCep: Leche con campos eléctricos; LP: Leche pasteurizada; LPCep: Leche pasteurizada y campos eléctricos; >¢letras diferentes en la

misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05); *?letras diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas entre dias (P < 0.05).

Psicrétrofos

El recuento de psicrétrofos en la leche cruda partié en el muestreo del dia cero con 4.67 +
0.95 Log UFC/mL. Se observé una reduccidn significativa posterior a la aplicacién del tratamiento con

CEP de 1.46 log UFC/mL e incluso, un decrecimiento mas significativo con recuentos < 1 Log UFC/mL
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después del tratamiento de pasteurizacién, al igual que con la unién del tratamiento HTST y los 35 kV

durante 2.3 ps (Cuadro 8). Datta y Tomasula (2015) y Rodriguez-Gonzalez et al. (2011), indicaron una
reduccion de 3.6 y >3.9 log respectivamente de psicrétrofos en condiciones similares.

Del mismo modo, niveles superiores a 5.11 log, son categorizados como suficientemente altos
para causar defectos de calidad en la leche cruda (Yuan et al. 2019), siendo la microflora de la leche
cruda de este estudio un resultado cercano a ese limite, disminuyendo su calidad higiénica posterior
a su recoleccidén. La causa de esta elevada carga inicial pudo ser producto de una contaminacion
durante manipulacion o transporte (Yuan et al. 2019).

En relacidn con la vida de anaquel, el valor aceptable es de <10°® UFC/mL establecido por K.L.
Kohimann et al. (1991), y nuevamente el tratamiento LPCep almacenado a 4 °C fue el que controld
en mayor medida la curva de crecimiento de este pardmetro manteniéndose viable aun para el dia
18, seguido de la LP a la misma temperatura con 12 dias. En caso particular, la interaccion TRT x TEMP
fueron los factores que condicionaron estos comportamientos con un valor P < 0.0001.

Los resultados de <1 log en LP y LPCep al dia cero no descartan la posibilidad de que
microorganismos psicrétrofos hayan sobrevivido al proceso térmico y de campos eléctricos,
haciéndose presentes en los dias posteriores. Estas tendencias de crecimiento pueden ser explicadas
con que las esporas producidas por psicrétrofos como Bacillus, Bacillus cereus y Bacillus circulans les
confieren la caracteristica de sobrevivir a procesos térmicos (Techer et al. 2014). Otra causa mas
frecuente es la contaminacidn posterior al procesamiento que da paso a la proliferacion de bacilos
gram negativos, como Pseudomonas spp, (Martin et al. 2018) tal como se evidencio en este estudio
con la replicacidon de psicrotrofos después del dia cero. Estos microorganismos en la etapa del

deterioro, pueden llegar a producir sabores afrutados-fermentados y amargos (Kornacki 2010).
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Recuentos de Bacterias Psicrotrofas en leche durante 18 dias de almacenamientoa 4y 7 °C.

Log UFC/mL £ DE

T°C TRT Tiempo (dias)
0 7 9 12 15 18
7 LC 46740952 837+0.46%* 7.87+0.153* 8.79+0.1423* 8.54+0.552* 8.60+0.79 **
LCep 3.21+1.18%Y 7.67+0.60%* 8.07+0.57%* 8.26+0.442%* 8.33+0.492* 8.47 +0.562"*
LP <1y 8.15+0.22°* 8.04+0.31%* 8.48+0.802* 8.67+0.732* 9.04 +0.40 2~
LPCep <1c¢? 8.07£0.07°* 7.92+0.312* 7.88+0.30%* 6.63+1.41° 7.68+1.92°b%
4 LC 824 +0.64%* 793+0.32%* 8.67+0.59%* 8.82+0.36%* 8.28 +1.03 2"*
LCep 8.22+0.522* 7.79+0.75%* 8.20+0.50** 8.75+0.473* 8.63 +0.23 2"*
LP 1.13+0.49°% 366+0.78°Y 563+167°% 7.76+0.20% 7.76+0.60°"
LPCep 3.15+0.08°Y 4.20+0.99°% 4.14+0.53°¢ “523+0.80° 6.34+1.34¢°V
Xy WX
C.V.
%) 74.34 41.14 33.68 26.62 17.13 13.53

Nota. TRT: Tratamiento; T°C: Temperatura de almacenamiento en °C; C.V.: Coeficiente de Variacion; D.E.: desviacion estandar; LC: Leche
cruda; LCep: Leche con campos eléctricos; LP: Leche pasteurizada; LPCep: Leche pasteurizada y campos eléctricos; < letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05); “Zletras diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas entre dias (P < 0.05).

Coliformes Totales

Para el dia cero, como se observa en el Cuadro 9, se encontré un crecimiento logaritmico
inicial para coliformes totales de 4.91 + 1.11 en la leche cruda. Cabe recalcar que la aplicacién CEP
obtuvo una reduccién de 0.49 log, sin embargo, no generd diferencias significativas comparado a la
leche cruda (P = 0.0585). Por otro lado, con la aplicaciéon Unicamente de calor, se redujo 3.78 log
UFC/mL, seguido de 4.06 log UFC/mL para el tratamiento LPCep, siendo ambos categorizados
diferentes estadisticamente en referencia al conteo inicial de la leche (P =0.0264). La interaccion entre
el tratamiento y la temperatura no condicionaron el comportamiento de las curvas de crecimiento (P
=0.0637), no obstante, individualmente si presentaron un efecto significativo (P < 0.0001) (Anexo B).
Segun los resultados, se infiere que los campos eléctricos no tuvieron un efecto sobre los recuentos
iniciales, siendo el tratamiento con calor el que los inhibié en mayor proporcién su replicacion.

Segun Cornell University (2008), los recuentos de coliformes en leche cruda deben ser inferior
a 50 UFC/mL (1.69 log), no obstante, es un resultado que difiere de la leche cruda de la Unidad de

Ordeiio de Zamorano, ya que esta supera los 4.5 log. Estos indicadores, denotan que los productos
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lacteos pudieron haber estado expuestos a condiciones insalubres. La mayoria de los géneros

bacterianos de coliformes en la leche son Escherichia, Klebsiella y Serratia (Martin et al. 2016).

En cuanto a la VA, el MINSA (2008) establece que para la leche pasteurizada el valor aceptable
para CT es de maximo 10 UFC/mL, equivalente a 1 log. Los Unicos tratamientos que cumplieron con
dicho limite, llegando a una VA de 9 dias, fueron la LP y la LPCep a 4 °C, posiciondndose este segundo
tratamiento por debajo de los 9 dias (1.05 log), siendo estadisticamente iguales entre tratamientos.
Es importante mencionar que este grupo indicador limitd la vida de anaquel de la leche en términos
generales, debido a que fue el microorganismo que superd el limite aceptable con mayor rapidez, en
comparacion a BMA y PSI. La mayoria de coliformes psicrétrofos en leche se identifican como
pertenecientes a los géneros Enterobacter, Hafnia, Citrobacter, Serratia y Raoultella (Masiello et al.
2016), por lo tanto, se infiere que estos pudieron ser los microorganismos que se replicaron durante
el almacenamiento, siendo los 7 °C el determinante para un crecimiento logaritmico mas acelerado
en comparacion con 4 °C.

Cuadro 9

Recuentos de Coliformes Totales en leche durante 12 dias de almacenamiento a4y 7 °C.

Log UFC/mL%D. E

T°C TRT Tiempo (dias)
0 7 9 12
7 LC 491+1.11°Y 6.76 +0.87 2% 6.41+1.15 2% 7.38 +0.96 2%
LCep 4.42 +2.45°Y 5.88 +1.34 b 7.06 +0.57 2% 7.38 +0.96 2%
LP 1.13+0.49 " 1.10 + 0.43 ¢* 2.32+1.32bey 3.92+2.76 %
LPCep <1b:? 424 +1.3459 3.30+£2.445Y 5.04 + 0.86 2%
4 LC 5.43 £ 1.16 °* 5.92 +1.33 2% 6.15 + 1.31 20
LCep 5.91 + 1.55 % 5.53 +1.412% 6.55 + 1.66 20~
LP 1.00 + 0.26 > 1.00 + 0.26 * 1.10 + 0.43 9x
LPCep 0.90 + 0.09 ©* 1.05 +0.23 ¢* 1.63 +0.70 9*
C.V. (%) 78.02 65.05 63.29 53.48

Nota. TRT: Tratamiento; T°C: Temperatura de almacenamiento en °C; C.V.: Coeficiente de Variacion; D.E.: Desviacion Estandar; LC: Leche

cruda; LCep: Leche con campos eléctricos; LP: Leche pasteurizada; LPCep: Leche pasteurizada y campos eléctricos; >4 letras diferentes en la

misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05); **letras diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas entre dias (P < 0.05).



26
Enterobacterias

La microflora de enterobacterias comenzd con una poblacién de 5.1 log UFC/mL en la leche
fresca. Posterior a la aplicacion de CEP, se reportd una reduccidon no significativa de 0.46 log (P =
0.6573), esto difiere de los resultados obtenidos tras la pasteurizacién y la pasteurizacion seguida de
los campos eléctricos, ya que si hubo diferencias significativas de reduccién (P <.0001) con 3.97 y 3.68
log, UFC/mL respectivamente (Cuadro 10). En términos generales para el dia cero, los campos
eléctricos no generaron diferencias significativas, pero si el tratamiento de HTST, ya que influyd
fuertemente sobre los mismos (P < 0.0001).

La vida util de la leche descremada se mantuvo viable durante 7 dias por debajo del limite
maximo aceptable de 10 UFC/mL (Moragas et al. 2019) posterior a su pasteurizacién y
almacenamiento a 4 °C, categorizandolo como el tratamiento que limité durante mas tiempo la
duplicacién e incremento de enterobacterias.

Sobeih et al. (2020), establecieron que una leche cruda con un alto grado de existencia de
Enterobacterias indica una baja calidad higiénica en procesos de produccidn. Es asi como la elevada
presencia de ellos es un indice que abre paso a la posible presencia de organismos patdgenos
entéricos asociados, suponiendo asi, un riesgo microbiolégico para los consumidores (Mladenovic et
al. 2021).

Luigi et al. (2013), mencionaron que las enterobacterias son capaces de sobrevivir a la
pasteurizacion como Enterobacter cloacae. A su vez, las formadoras de esporas como Bacillus spp.
Paenibacillus spp., sobreviven a este tratamiento térmico y son capaces de crecer a temperaturas
refrigeradas para producir enzimas extracelulares que provocan el deterioro de la leche (Techer et al.

2014).



Cuadro 10

Recuentos de Enterobacterias en leche durante 7 dias de almacenamientoa 4y 7 °C.
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Log UFC/mL £ D. E

T°C Tratamiento Tiempo (dias)
0 7

7 LC 5.10£1.22 3% 7.09 £ 1.06 %%
LCep 4.64 £2.47°Y 6.40+£1.243%
LP 1.13 +0.48 b2 2.34+1.72b7
LPCep 1.42 +0.98"bY 5.10+0.77 @*
4 LC 6.07 £ 1.49°%
LCep 6.86+1.43 2%

LP <1bx
LPCep 2.13+1.13°5%

C.V. (%) 72.39 55.5

Nota. T°C: Temperatura de almacenamiento en °C; C.V.: coeficiente de variacion; D.E.: desviacion estdndar; LC: Leche cruda; LCep: Leche
con campos eléctricos; LP: Leche pasteurizada; LPCep: Leche pasteurizada y campos eléctricos; ®* letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05); ** letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre

dias (P < 0.05).

Escherichia coli

En el conteo inicial de E. coli se registré ausencia <2 log UFC/mL en la leche cruda, por lo tanto,
tras la aplicacidon de la pasteurizacién y la sinergia de ambos no se contabilizé UFCs debido a su
ausencia inicial, siendo categorizados todos como iguales estadisticamente (Cuadro 11). Cabe recalcar
que, la leche cruda con campos eléctricos (LCep) presentd un alto recuento a lo largo del
almacenamiento, teniendo una vida de anaquel de 11y 12 dias para 4 y 7 °C respectivamente. Dichos
resultados difieren de la literatura, mencionando que las bacterias gram negativas, como es el caso
de E. coli, son menos resistentes a la aplicacién de los CEP que las bacterias gram positivas (Sharmay
Bremer et al. 2014).

Al aplicar los campos eléctricos en la leche pasteurizada (LPCep), extendié su vida util 4 dias
mas que la leche cruda (LC), con una reducciéon de 2.35 log. Lo cual coincide con la literatura,
explicando que habra un mayor incremento en la tasa de inactivacién de E. coli con un aumento en la
intensidad del campo eléctrico (Martin et al. 1997).

Tortorello (2003a). indicé que los grupos coliformes y E. coli son los que mas se aplican en la

industria alimentaria como indicadores de saneamiento e integridad del proceso y para la verificacion
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del Andlisis de Peligros y Puntos de Control Critico (HACCP por sus siglas en inglés). Por lo tanto, al

reportarse ausencia < 1.85 log en LC en el dia 0, se infiere que la materia prima o la aplicacién de los
tratamientos mantuvieron esas condiciones (Cuadro 11).
Cuadro 11

Recuentos de Escherichia coli en leche durante 7 dias de almacenamiento a4y 7 °C.

Log UFC/mL * DE

T°C TRT Tiempo (dias)
0 7 9 12 15 18
7 LC  1.85+0.00°* 1.85+0.00*°* 2.51+1.16%* 2.57+1.24°*  1.85+0.00** 1.85+0.00°
LCep 1.85+0.00®Y 1.85+0.00®Y 3.01+2.01°% 1.85+0.00%Y 3.25+2.42%% 429 +2.33*
LP  0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.85+0.00°*  0.85+0.00°* 0.85+ 0.00%*
LPCep 0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.85+0.00°*  0.85+0.00°* 0.85+ 0.00%
4 LC 2.10£0.43%% 3.10+2.05°* 2.10+0.43%°% 3.2 +2.34%b% 3.00 +
LCep 1.85+0.00%Y 3.28+1.65°% 1.85+0.00%Y  3.45+2.77°* 1.0325
LP 0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.85+0.00°*  0.85+0.00°* 3.98+2.21*
LPCep 0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.85+0.00°* 0.850.00%
0.85 + 0.00%
C.V.
%) 37.83 40.76 79.11 52.54 91.41 83.95

Nota. TRT: Tratamiento; T°C: Temperatura de almacenamiento en °C; C.V.: coeficiente de variacidon; D.E.: desviacion estandar; LC: Leche
cruda; LCep: Leche con campos eléctricos; LP: Leche pasteurizada; LPCep: Leche pasteurizada y campos eléctricos; < letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05); *¥ letras diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas entre dias (P < 0.05).

Efecto de Temperatura Sobre Variables Fisicoquimicas
Comportamiento en el Dia Cero de Variables Fisicoquimicas Tras la Aplicacion de Tratamientos
Para el inicio del analisis de la acidez titulable, se encontraron diferencias significativas (P =
0.0004) en comparacién entre la leche cruda y los distintos tipos de procesamiento, siendo los
tratamientos con bajo porcentaje de acidez la LP, LPCep y LCep, siendo categorizados como iguales al
dia cero, sin diferencia significativa entre ellos (P = 0.5227). Se toma en cuenta los valores aceptables
de acidez titulable, los cuales oscilan en un rango de 0.14 — 0.18% de acido lactico (Bylund 2015). Se
observé que la leche cruda (LC) obtuvo resultados elevados, con un porcentaje de 0.20 (Cuadro 12)
considerandola no apta para el consumo humano, ya que el consumidor la percibird como 4acida. Esto
concuerda con (Santoso 2020), en el cual obtuvieron para el dia cero, una acidez de 0.21% siendo el

menor valor de la investigacion, debido a la multiplicacion de la acidez lactica por la ausencia de un
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tratamiento de conservacion, y la calidad microbiana afectando directamente en el impacto en la tasa

de fermentacion.

En la degradacién de proteinas, no se encontré diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos al dia cero, siendo estas igualdades representadas por porcentajes bajos a
pesar de ello. La leche cruda (LC) presentd el mayor porcentaje para ese dia, siendo de 0.62% (Cuadro
12). Esto concuerda con (Bylund 2015), quien menciond que, al no tener un tratamiento de calor se
ven afectadas las proteinas de la leche, en este caso, la caseina presente en ella, ya que la tasa de
coagulacién aumenta a medida incrementa el acido lactico.
Cuadro 12

Resultados de ATECAL y degradacion de proteinas del dia cero, expresado en porcentaje + D.E.

Variable ATECAL % Degradacion de proteinas ™9
LC 0.20+0.01° 0.62 +0.70
LCEP 0.16 £0.02° 0.18 £0.03
LP 0.14° 0.17 +0.02
LPCEP 0.14+0.01° 0.14 +0.02
C.V. (%) 5.58 123.92
Pr>F 0.0004 0.3379

Nota. D.E.: Desviacion Estandar; LC: Leche cruda; LCEP: Leche con Campos Eléctricos Pulsantes; LP: Leche pasteurizada; LPCEP: Leche
pasteurizada con campos eléctricos pulsantes; ® letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos

(P < 0.05); ™ no hay diferencia significativa (P > 0.05); Pr>F: valor de la probabilidad (P < 0.05).

Andlisis de Acidez Titulable Expresada como Acido Ldctico (ATECAL)

Se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y Ia
temperatura (P < .0001). En los resultados de la vida anaquel, se encontré que la leche pasteurizada
(LP) y con campos eléctricos (LPCep) a 4 °C obtuvieron una mejor estabilidad (Figura 3). Se extendié
tres dias mas la vida anaquel a 4°C en la leche pasteurizada al aplicar los campos eléctricos, el cual LP
obtuvo 0.18 + 0.01 de ATECAL al dia 12, mientras que LPCep obtuvo un porcentaje de ATECAL de 0.17
+ 0.01 al dia 15 (Anexo C). En la leche cruda (LC), se evidencid un porcentaje de acido lactico inicial
elevado, no pasando del dia cero (0.20%), a pesar de ello, al aplicar los CEP (LCep), extendid su vida
anaquel < 7 dias, debido a que, en el dia 7 ya no se encontraba dentro de los pardmetros aceptables,

pero para dia cero si era aceptable, con un porcentaje 0.16 de acido lactico.
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Para ambas temperaturas, se encontrd una correlacion estadistica en los tratamientos con

leche pasteurizada (LP) y aplicando los campos eléctricos (LPCep), siendo una correlacién positiva alta
>0.80 (Anexo Dy E), con una P < 0.05, en las Bacterias Meséfilas Aerobias (BMA). Esto ultimo indica
gue estadisticamente existid un efecto directo del crecimiento de las BMA sobre el incremento del
ATECAL. Cabe mencionar que, a 4 °C se encontrd una correlacion estadistica entre los tratamientos de
leche cruda con campos eléctricos (LCep), indicando un efecto directo en el aumento en BMA sobre
el crecimiento de ATECAL, a su vez, para los tratamientos LCep, LPCep y LP tuvieron un efecto directo
del crecimiento de las bacterias psicrétrofas y el aumento de ATECAL, siendo toda una correlacion alta
positiva (Anexo D).

De acuerdo con Chacén Villalobos (2006), la acidez de la leche, inmediatamente después del
ordefio, es generada principalmente por fosfatos, caseinas y diéxido de carbono que son parte de los
componentes principales de la leche. Al expresar los resultados de acidez titulable como acido lactico,
involucra una fermentacion a partir de lactosa, la cual se puede clasificar como: homofermentativa
(produciendo solo acido lactico), e involucra el desarrollo de Streptococcus; y heterofermentativas
(produciendo acido lactico y otras sustancias), la cual involucra el crecimiento de Lactococcus. Dichos
microorganismos se ven influenciados a través de las condiciones de almacenamiento de los
tratamientos.

Se evidencié que, al combinar un tratamiento térmico con un no térmico (LPCep) se
obtuvieron mejores resultados para 4 y 7 °C. Asimismo, diferentes factores intervienen en la acidez
de la leche, como la precipitacién de la proteina y/u otros constituyentes amortiguadores, la
precipitacion de fosfato de calcio con una disminucidon concomitante del pH y la disminucién del punto

final de fenolftaleina (Fernandez-Molina et al. 2005).
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Figura 3

Curva de aumento de acidez durante 18 dias de almacenamiento a dos temperaturas distintas de

almacenamiento.
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Nota. LC: Leche cruda; LCEP: Leche con campos eléctricos; LP: Leche pasteurizada; LPCEP: Leche pasteurizada y campos eléctricos.

Andlisis de Degradacion de Proteinas(%)

Para los andlisis de degradacion de proteina, se obtuvo una interaccion significativa (P =
0.0161), por consiguiente, un efecto en conjunto con la temperatura y tratamiento. Se observé una
estabilidad mayor para la leche pasteurizada (LP) y con campos eléctricos (LPCep) a 4 °C (Anexo A).
Por otro lado, la leche cruda (LC) y con campos eléctricos (LCep) a 7 °C, presentaron una vida anaquel
< 7 dias, debido a que, al séptimo dia se encontrd con un porcentaje elevado en comparacion con los
demads tratamientos. Por consiguiente, dichos tratamientos presentaron a lo largo del
almacenamiento un elevado porcentaje de degradacion de las proteinas (Figura 4). Como se mencioné
anteriormente, al no incrementar la temperatura de la leche, aumenta la cantidad de proteina
presente en ella (Mejia-Lopez et al. 2017).

Con el paso del tiempo, se observé que la leche pasteurizada con campos eléctricos (LPCep)
obtuvo mejores resultados, siendo este tratamiento el que presentd menor porcentaje de
degradacion, obteniendo una estabilidad hasta el dia 13 y dia 11, para 4 y 7 °C, respectivamente
(Figura 4). Esto concuerda con Bermudez-Aguirre et al. (2011), quienes mencionaron que, la
disminucién de la proteina podria deberse a la electrodeposicion de algun material en los electrodos
durante el procesamiento de CEP. A su vez, Middendorf et al. (2021), reportaron que al utilizar campos

eléctricos de baja intensidad con anchos de pulso corto dan como resultado un aumento en la
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desintegracion de las micelas de la caseina, en cambio, a mayor intensidad de los campos y un ancho

de pulso largo conducen a una disminucidn en la formacién de aglomerados de micelas.

A 4 °C, se encontré una correlacién estadistica en los tratamientos con leche pasteurizada
(LP), leche pasteurizada con campos pulsantes (LPCep) y leche cruda (LC), siendo una correlacion
positiva alta = 0.80 (Anexo D), con una P < 0.0001. Lo cual, indica que estadisticamente existid un
efecto directo del aumento en degradacion de proteinas sobre el crecimiento del ATECAL. Por
consiguiente, Lactobacillus, perteneciente al grupo de las bacterias acido lacticas heterofermentativas
y al ser uno de los responsables de la acidificacidon en la leche (Bermudez-Aguirre et al. 2009), influye
directamente sobre la degradacidn de las proteinas.

A pesar que, para dicho andlisis no se utilizé un método oficial, existen investigaciones en la
cual, utilizan centrifugadoras para la obtencién de micelas de caseina y fracciones de la proteina del
suero, como menciona Martin et al. (2007) y Odriozola-Serrano et al. (2006), respectivamente. La
caseina es considerada un componente principal de la leche y constituye alrededor del 80% de la
proteina presente en ella, mientras que el resto constituye lactosa y suero. Los componentes
principales de la caseina son aS1-caseina, aS2-caseina, B-caseina y k-caseina (Jabeen et al. 2020).
Figura 4
Curva de degradacion de proteinas durante 18 dias de almacenamiento a dos temperaturas distintas

de refrigeracion.
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Conclusiones

En términos generales y basado en la Norma MINSA (2008), se determiné que al combinar los
campos eléctricos con un proceso térmico, generan el mismo resultado que la pasteurizaciéon con una
vida de anaquel de 10 y 11 dias respectivamente.

Los tratamientos con adicion de calor inhiben en mayor medida todos los microorganismos
en comparacién al tratamiento no térmico. La LPCep a 4 °C tuvo un efecto significativo sobre BMA y
PSI mas no en CT, ENT y E. coli.

Las condiciones de 4 °C confirieron mayor estabilidad de ATECAL y menor degradacién de

proteinas a través del tiempo que los tratamientos almacenados a 7 °C.
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Recomendaciones

Tomar en consideracién microorganismos patégenos de interés en la leche para determinar
el efecto de los campos eléctricos en la inocuidad de esta.

Evaluar la estabilidad y contenido de micronutrientes termosensibles, como la vitamina A,
entre los tratamientos de pasteurizacion y campos eléctricos pulsantes.

Enfocar el estudio del efecto de los campos eléctricos en otros productos agroindustriales
perecederos como los jugos de fruta envasados.

Replicar el estudio con leches de distintos porcentajes de grasa.
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Anexos
Anexo A

Vida de anaquel (VA) expresado en dias, basado en variables microbioldgicas y fisicoquimicas.

Tiempo (dias)

TRT Te BMA PSI CT ENT E. coli ATECAL Degradacion de proteinas
LPCep 4 15 17 11 2 18 17 13
LPCep 7 2 0 0 0 18 8 5
LP 4 11 11 11 6 18 11 11
LP 7 2 0 6 2 18 2 2
LCep 4 2 0 0 0 11 0 9
LCep 7 2 0 0 0 12 0 0
LC 4 5 0 0 0 14 0 5
LC 7 0 0 0 0 18 0 0

Nota. ATECAL: Acidez Titulable Expresada como Acido Lactico; BMA: Bacterias mesdfilas aerobias; CT: Coliformes Totales; ENT: Enterobacterias; PSI: Psicrétrofos; LC: Leche cruda; LCEP: Leche con campos eléctricos;

LP: Leche pasteurizada; LPCEP: Leche pasteurizada y campos eléctricos; VA: vida de anaquel.



Probabilidades del andlisis de varianza por cada variable dependiente evaluada en la presente investigacion.

Anexo B

40

. . , . Interaccién

Variable dependiente Dia Tratamiento Bloque Temperatura dia*tratamiento*temperatura R? % C.V.
BMA <0.0001 <0.0001 0.9291 <0.0001 <0.0001 0.9146 12.69
PSI <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.9681 9.70
ENT <0.0001 <0.0001 0.0185 <0.0001 0.6573 0.7283 32.26
CT <0.0001 <0.0001 0.0041 <0.0001 0.0637 0.8468 28.00
E. coli 0.0212 <0.0001 0.0038 0.4122 0.739 0.6551 54.65
ATECAL <0.0001 <0.0001 0.4975 <0.0001 <0.0001 0.8836 13.57
Degradacion de proteinas <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0161 0.8514 44.20

Nota. ATECAL: Acidez Titulable Expresada como Acido Lactico; BMA: Bacterias mesdfilas aerobias; PSI: Psicrétrofos; ENT: Enterobacterias; CT: Coliformes Totales; C.V.: coeficiente de variacién; P valor: valor de la

probabilidad (P < 0.05).
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Anexo C

Media + D.E. de ATECAL expresado en porcentaje (%) para cada tratamiento durante 18 dias de almacenamientoa 4y 7 °C.

Tiempo (dias)

TRT °C
0 7 9 12 15 18

LC 7 0.20+0.012% 0.24+0.012 0.24 +0.022V 0.26+0.012W 0.34+0.042% 0.48+0.012W)
LCEP 7 0.16 £0.02 @ 0.21 £ 0.01 <) 0.23+0.01%®W 0.25+0.042W 0.31+0.072% 0.42+0.13°®
LP 7 0.14+0.00°¥ 0.19 + 0.02 bed (xv) 0.20 £ 0.02 <) 0.24 +0.01 2% 0.24+0.01°® 0.27 £0.07 <™
LPCEP 7 0.14+0.01°@ 0.18 +0.01 <42 0.18 +0.02 bc v 0.22+0.01® & 0.24+0.01°™ 0.26 +£0.05 <™
LC 4 0.20+0.013W 0.23 +0.01 2bc ) 0.22+0.01® & 0.24+0.012) 0.25+0.01°® 0.27 £0.01 <™
LCEP 4 0.16 +£0.01 % 0.23+£0.012°® 0.21+0.02%® X 0.23+0.01%®® 0.24+0.02°™ 0.25+0.01 <4
LP 4 0.14 £0.00°W 0.14+0.014W 0.15+0.01<W 0.18 £ 0.01 bc(xv) 0.19 +0.01 ¢ 0.21 +0.02 %™
LPCEP 4 0.14 £0.01°™ 0.15+0.014¢™ 0.15+0.01 <™ 0.16 +0.01 <™ 0.17 +0.01¢™ 0.19+0.01¢W
C.V. (%) 16.70 18.82 17.20 16.72 24.72 37.16

Nota. °C: Grados Celsius; ATECAL: Acidez Titulable Expresada Como Acido Lactico; C.V.: coeficiente de variacién; D.E.: desviacidn estandar; LC: Leche cruda; LCEP: Leche con campos eléctricos; LP: Leche pasteurizada;
LCEP: Leche pasteurizada y campos eléctricos; ¢ letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05); %?letras diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas entre dias (P < 0.05).
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Anexo D

Andlisis de correlacion de conteos microbioldgicos y porcentaje de degradacion de proteinas comparados con ATECAL en tratamientos almacenados a 4 °C.

Pardmetros

BMA PSI ENT E. coli cT Degradacion
LC
P valor 0.0001 0.0017 0.1326 0.6983 0.1287 <.0001
Coeficiente de Pearson 0.78864 0.71785 0.36828 0.0982 0.37179 0.84635
LCEP
P valor <.0001 <.0001 0.0038 0.6097 0.0161 0.0015
Coeficiente de Pearson 0.91304 0.9607 0.64519 0.12907 0.55817 0.69044
LP
P valor <.0001 <.0001 0.041 - 0.069 <.0001
Coeficiente de Pearson 0.96289 0.88109 0.48569 --* 0.43807 0.86752
LPCEP
P valor <.0001 <.0001 0.0607 - 0.0105 <.0001
Coeficiente de Pearson 0.97671 0.85028 0.45037 --* 0.58649 0.79991

Nota. ATECAL: Acidez Titulable Expresada como Acido Lactico; BMA: Bacterias mesdfilas aerobias; PSI: Psicrétrofos; ENT: Enterobacterias; CT: Coliformes Totales; LC: Leche cruda; LCEP: Leche con campos eléctricos;

LP: Leche pasteurizada; LPCEP: Leche pasteurizada y campos eléctricos; P valor: valor de la probabilidad (P < 0.05). * Valor microbiolégico sin evidencia de crecimiento.
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Anexo E

Andlisis de correlacidon de conteos microbioldgicos y porcentaje de degradacion de proteinas comparados con ATECAL en tratamientos almacenados a 7 °C.

Parametros

BMA PSI ENT E. coli CcT Degradacion
LC
P valor 0.2198 0.0738 0.2454 0.6201 0.272 0.0006
Coeficiente de Pearson 0.30413 0.45889 0.28862 -0.12538 0.27355 0.72869
LCEP
P valor 0.0252 0.0606 0.4368 0.0022 0.1932 0.0055
Coeficiente de Pearson 0.52524 0.4788 0.19552 0.673 0.32156 0.62513
LP
P valor <.0001 0.0017 0.1466 - 0.0347 0.0077
Coeficiente de Pearson 0.85029 0.71842 0.35641 --* 0.49982 0.60608
LPCEP
P valor <.0001 0.015 0.0339 --* 0.0162 0.003
Coeficiente de Pearson 0.88544 0.59504 0.50159 - 0.55774 0.65852

Nota. ATECAL: Acidez Titulable Expresada como Acido Lactico; BMA: Bacterias mesdfilas aerobias; PSI: Psicrétrofos; ENT: Enterobacterias; CT: Coliformes Totales; LC: Leche cruda; LCEP: Leche con campos eléctricos;

LP: Leche pasteurizada; LPCEP: Leche pasteurizada y campos eléctricos; P valor: valor de la probabilidad (P < 0.05). * Valor microbioldgico sin evidencia de crecimiento.



