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Elaboracion y validacion de un método indirecto para la estimacion de células
somaticas y bacterias mesoéfilas aerobias en leche cruda

Ellen Andrea Méndez Sosa
Cesar Valdéz Zuniga

Resumen. La produccion de leche es una préctica importante para los agricultores de la
zona rural de Honduras, quienes por malas condiciones de saneamiento y enfriamiento
reciben un menor precio por su leche. La calidad microbioldgica en cuanto a células
somaticas (CCS) y bacterias mesofilas aerobias (BMA) son factores determinantes en los
rendimientos de productos lacteos. El objetivo del estudio fue establecer correlacién entre
CCS, BMA, potencial de 6xido reduccion (ORP) y resazurina para elaborar y validar un
método indirecto que estime la calidad de la leche cruda. Se realizaron los analisis directos
en laboratorio para CCS bajo microscopio y BMA con la técnica de vaciado en placa en
agar cuenta estandar y los analisis indirectos de ORP y resazurina. Se realiz6 un analisis de
correlacion y de regresion para obtener una ecuacion que predijo la cantidad de CCS en
funcion de la prueba de resazurina: CCS = 7.40742 — (0.42404 x resazurina), la prediccion
para BMA no fue significativa por el bajo coeficiente de correlacién con los métodos
indirectos. Se predijo la calidad para 20 muestras provenientes de una finca y de un Centro
de Recoleccion y Enfriamiento de la Leche (CREL) y se compard con los resultados
obtenidos por métodos directos con un ajuste de 66.75%, la tabla predictiva estimo la
cantidad de CCS para la finca pero no para el CREL debido a la falta de buenas précticas
de ordefio en los productores del CREL.

Palabras clave: Calidad microbioldgica, correlacion, potencial de 6xido reduccién, prueba
de resazurina, regresion.

Abstract. Dairy production is an important practice for agriculture in Honduras rural areas.
However, milk producers tends to receive a minor price for their raw milk because of their
inappropriate sanitary and chilling conditions. The microbiological quality of milk based
on somatic cells count (SCC) and mesophilic aerobic bacteria (PCA) are factors that directly
influence the yields of dairy products. The objective of this study was to establish a
correlation between SCC, PCA, redox potential (ORP) and resazurin for the development
and validation of an indirect method that estimates the quality of raw milk. Direct analyses
were conducted in the laboratory for SCC through direct microscope count an aerobic plate
count technique and plate count agar used for PCA; and indirect methods for redox potential
and resazurin. Correlation and regression analysis were made to obtain the equation that
helped to predict the amount of SCC based on the resazurin test: SCC= 7.40742 — (0.42404
x resazurin); the PCA prediction equation was not significant due to the low correlation
with the indirect methods. The quality for twenty milk samples from a farm and a private
business near Zamorano were predicted and compared to the results table obtained by direct
methods. Accordingly, the methods were able to predict the amount of SCC for the farm
samples but not for the private business; as a result of poor hygienic practices in the private
businesses.

Key words: Correlation, microbiology quality, redox potential, regression, rezasurin test.
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1. INTRODUCCION

La agricultura es considerada la principal fuente de ingresos en las zonas rurales de
Honduras, donde la mayor parte (64%) viven por debajo de la linea de pobreza (Molina
2010). La produccidn de leche es una practica muy importante en el sector, para el 2012 el
sector agricola representaba el 12% del PIB nacional y el hato ganadero de Honduras era
de 1.7 millones de cabezas que producian entre 500 y 650 millones de litros de leche al afio
(Borjas 2013). En el 2016 solo el 35% de la produccion era destinada a plantas industriales
y el 65% se procesaba a nivel artesanal quienes dan un menor precio por la leche (Rodriguez
2016).

En 1998 con ayuda de USAID se reactivé el sector lechero en Honduras a través del
establecimiento de Centros de Recoleccion y Enfriamiento de Leche (CREL). Sin embargo,
la calidad de la leche producida es baja debido a las malas condiciones sanitarias y de
enfriamiento (Molina 2010). Uno de los mayores problemas en los CREL es que al mezclar
leche de menor calidad aportada por alguno de los socios, provoca un descenso en la calidad
total de la leche y esto ocasiona problemas de devolucién o reduccion en el precio de venta
(Posas et al. 2013).

Las caracteristicas higiénicas de una leche cruda hacen referencia a la cantidad de bacterias
y de células somaticas que presenta (Drici 2016). Para obtener productos lacteos de buena
calidad es imprescindible utilizar leche de buena calidad y uno de los indicadores es la baja
carga inicial de microorganismos (Zamoran 2012). Otro factor es la cantidad de células
somaticas que posee ya que indican la salud de la glandula mamaria de donde se obtuvo la
leche (Hernandez and Bedolla 2009). En plantas industriales, se da un mejor precio a las
leches con mejor calidad a diferencia de plantas artesanales, quienes no establecen
requisitos de calidad (Molina 2010).

El uso de leche cruda con altos recuentos de células somaticas disminuye el rendimiento en
la produccién y causa cambios de textura y de sabor en quesos y otros productos lacteos.
La alta carga de bacterias mesdfilas aerobias (BMA) en la leche cruda dificulta su manejo,
reduce la eficiencia de produccion y aumenta el riesgo de alcanzar el nivel maximo
permitido de estos microorganismos (Murphy et al. 2016).

Existen métodos indirectos para medir la carga microbiologica en leche, como la prueba de
resazurina que utiliza un colorante indicador del potencial de 6xido reduccion que mide el
numero de células viables a través del cambio de coloracion causada por la reduccion
irreversible de resazurina a resorufina, dando lugar a un color rosado fluorescente (Sitta et
al. 2017). Esta reduccion se da por la disminucién en la cantidad de oxigeno que es
consumido por las bacterias y se acelera al aumentar la carga microbiol6gica o al haber una
alta carga de células somaticas (Wehr and Frank 2004).
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El potencial de 6xido reduccion es otro método indirecto para evaluar la calidad en la leche
ya que mide la oxidacion de contaminantes (Jenitta et al. 2014). Una leche fresca presenta
un potencial de éxido reduccion entre +0.2 a +0.3 voltios (Webb et al. 1974). Sin embargo,
la actividad metabolica de las bacterias remueve el oxigeno de la leche y produce
reductantes que disminuyen abruptamente el potencial de éxido reduccion (Walstra 1999).

Adicionalmente, existen métodos directos para la determinacion de estas variables. El
método directo de microscopio para células somaticas permite estimar la cantidad de células
a través de una lectura bajo microscopio donde también se evalGa su morfologia. Esta
metodologia solamente toma en cuenta células somaticas intactas y con caracteristicas
morfoldgicas especificas (Wehr and Frank 2004).

El método directo para evaluar BMA aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration), es igual para alimentos congelados, refrigerados, precocinados o
preparados con algunas especificaciones para leche (Maturin and Peeler 2001). Esta técnica
es utilizada como un indicador de la poblacion bacteriana en un alimento, no diferencia
entre microorganismos y provee informacion sobre la vida anaquel de un producto (Murray
Brown Laboratories 2017).

Se han realizado estudios (Morales 2005; Jenitta et al. 2014; Zemanate and Grass 2005) que
han relacionado algunas de estas variables con la calidad higiénica de la leche cruda, sin
embargo, no se estableci6 una correlacion entre todas al mismo tiempo que permita estimar
la calidad de la leche cruda de una manera indirecta. Por lo tanto, los objetivos de este
estudio fueron:

e Establecer una correlacion entre cantidad de células somaticas, potencial de éxido
reduccion y prueba de resazurina en leche cruda.

e Establecer una correlacion entre cantidad de bacterias mesoéfilas aerobias, potencial
de d6xido reduccion y prueba de resazurina en leche cruda.

e Desarrollar un método indirecto que sea sencillo y rapido para estimar la cantidad de
células somaticas y bacterias mesofilas aerobias presentes en la leche cruda.

e Validar el modelo indirecto utilizando leche cruda que se procesa en plantas
comerciales.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacién del estudio.
El estudio se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos Zamorano (LMAZ)
ubicado en la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.

Recoleccion de las muestras.

Se recolectaron 100 muestras de leche cruda de 50 ml. Se obtuvieron 80 de la Unidad de
Ganado Lechero de Zamorano, 8 del tanque que transporta la leche a la Planta de Lacteos
Zamorano y 12 de un proveedor externo de la planta. Se mantuvieron a 4 °C hasta llevar a
cabo los andlisis, el tiempo transcurrido entre la recoleccion de las muestras y la ejecucion
de los andlisis fue aproximadamente entre 1 a 2 horas.

Andlisis de Bacterias Mesotfilas Aerobias (BMA).

Se utiliz6 el medio de cultivo agar cuenta estandar (ACE) atemperado a 45 °C. Las muestras
de leche se homogenizaron y se diluyeron hasta 10, Se inocularon en platos Petri las
diluciones 10, 10 0 10 y se agregd el ACE segln el método de vaciado en placa. Se
homogenizo el medio con movimientos lentos y circulares por 10 s y se dejo solidificar a
temperatura ambiente, luego se incubaron a 32 = 1 °C durante 48 h. Se contaron las unidades
formadoras de colonias (UFC) y se report6 el resultado en log de UFC/ml (Maturin y Peeler
2001).

Anélisis de resazurina.

Se preparé la solucion de resazurina mezclando 0.011 g de reactivo en 200 ml de agua
estéril. De cada muestra de leche, se extrajeron 10 ml y se agregaron a un tubo de ensayo
estéril junto con 1 ml de la solucidn de resazurina. Se invirtié el tubo tres veces para
homogenizar la muestra y se colocaron en termobafio a 36 °C £ 1 °C durante 60 min. Se
registro el cambio de coloracion de cada muestra mediante fotografias y posteriormente con
la aplicacion “colorassistant” para teléfonos, se identifico el codigo de color de cada una.
Se clasifico cada muestra de acuerdo a la figura 1 (Wehr and Frank 2004).

Conteo de células somaticas (CCS).

Se realiz6 el recuento de células somaticas segun el método Prescott-Breed y se utilizaron
portaobjetos Angstadt-Weber que contienen cinco circulos de 1 cm? cada uno. Se
homogenizaron las muestras, se extrajeron 0.03 ml de cada una con una micropipeta y se
colocé 0.01 ml en los tres circulos centrales del portaobjeto, se extendié la muestra en el
area con movimientos circulares y se dejo secar completamente sobre una superficie plana
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a 35 °C para acelerar el proceso. Se tifieron las células al sumergir los portaobjetos en una
solucién de azul de metileno al 0.05% por 1.5 minutos y se dejaron secar completamente a
temperatura ambiente. Se contaron las células somaticas utilizando un microscopio con
lente objetivo de 100x, se conto la linea vertical central del circulo y se multiplicd por el
factor de conversion de acuerdo a Wehr y Frank (2004).

6.0 5.5 5.0 || 45 4.0 3.0 1.0 || 0.0

Excelente. Buena. Regular. Mala.

98]
N
[\
N
S
o

Figura 1. Indicadores de la calidad de leche segin prueba de resazurina (Zemanate y Grass
2005).

Analisis de dxido reduccion.

Se utilizd el electrodo ORP 850088 de Sper Scientific y se adaptd a un equipo de
potencidmetro, se verifico que las unidades estuvieran en milivoltios (mV). Se homogenizé
la muestra de leche y se introdujo el electrodo, se esperd a que el equipo se estabilizara y
marcara el potencial de 6xido reduccién presente en la muestra.

Analisis estadistico y elaboracion del método indirecto.
Se tomé el registro de los resultados de los cuatro analisis de todas las muestras y se
analizaron en el programa SAS 9.4® (Statistical Analysis System), se establecio la
correlacion entre las variables y se elabord una regresién con la que se estimé la cantidad
de células somaticas en funcion de la prueba de resazurina.

Validacion de la ecuacion.

Se recolectaron 20 muestras de fincas aledafias a la Escuela Agricola Panamericana, nueve
de una hacienda y once de un CREL, se realizo el recuento directo al microscopio para
conocer la cantidad de CCS y se estimd con el método predictivo. Se realiz6 una prueba de
Mann-Whitney para identificar diferencias significativas entre los resultados obtenidos
mediante los métodos directos e indirectos.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de laboratorio.

Los resultados obtenidos de las muestras de leche analizadas fueron distribuidas en rangos
segun la Norma Mexicana (COFOCALEC 2012) identificando la clasificacion de calidad
referente a la cantidad de células somaticas y BMA presentes en cada una (Cuadro 1). La
clasificacion de calidad de la leche cruda va a depender de la region donde se esté operando,
en Estados Unidos existen regulaciones para cada estado donde se establece un limite
méaximo de CCS y BMA para calificar una leche como grado A (Clark 2017). En México
el Consejo para el Fomento de la Calidad de Leche y sus Derivados (COFOCALEC)
establecid un Proyecto de Norma Mexicana donde se determinan los rangos para clasificar
la leche segun clase 1, 2, 3 0 4 (COFOCALEC 2012). También La FDA (Food and Drug
Administration) establecio una regulacion con parametros para diferentes tipos de leche
(cruda, pasteurizada, evaporada entre otras) que limita la cantidad de BMA y CCS
(FDA/CFSAN 2015). En Centroamérica no existe una ley que indique un nivel maximo
permitido para leches crudas, Unicamente para leches procesadas.

Analisis estadistico.

Con el programa SAS 9.4® se realizé un analisis de correlacion para identificar el grado de
asociacion entre las variables obteniendo un coeficiente de -0.60 y probabilidad menor a
0.0001 para CCS con resazurina, coeficientes menores a 0.3 y probabilidad menor a 0.05
para potencial de 6xido reduccion con CCS o con BMA y coeficiente menor a 0.1 y
probabilidad mayor de 0.05 para BMA con resazurina. Es posible que la baja correlacion
del potencial de 6xido reduccién (ORP) con células somaéticas y bacterias mesofilas
aerobias se debe a la variacion del contenido graso de las muestras ya que en la leche existe
una enzima llamada xantino oxidasa que se liga a la grasa y causa una disminucion
significativa en el ORP. Otra causa de la reduccién en el potencial de 6xido reduccién es la
presencia de las bacterias causantes de mastitis ya que aumentan la cantidad de catalasa en
la leche que es una enzima que disminuye el ORP (Zambrano and Grass 2008).

Se estima que en vacas con mastitis, la susceptibilidad a la infeccion se debe en 25% a
factores ambientales, 20% por genética y 50% segun el manejo (Aqueveque 2007). Otros
factores que influyen en la presencia de mastitis son la falta de comida, desequilibrio en la
dieta, largas caminatas, estrés calorico o enfermedades y esto aumenta el contenido de
células somaticas en la leche afectando méas a vacas con mastitis subclinica que a vacas
sanas (Bouman 2008). Las bacterias anaerobias son una de las principales fuentes de
contaminacion en las ubres de las vacas con mastitis clinica o subclinica (Corbellini 2016),
las células somaticas estan relacionadas con la presencia de bacterias aerobias y anaerobias



mientras que la prueba de resazurina indica Unicamente la presencia de bacterias aerobias
(Zemanate and Grass 2005). Debido a esto se trabajo con muestras recolectadas de vacas
sanas, descartando las que provenian de vacas mastiticas, con malas practicas de ordefio o
de lugares con almacenamiento sin control de temperatura.

Cuadro 1. Distribucion de muestras de leche cruda segun clasificacion de calidad de
Norma Mexicana (COFOCALEC 2012) para ceélulas somaticas (CCS) y bacterias
mesdfilas aerobias (BMA).

Clasificacién Cantidad de

CCS (células/ml)t BMA (UFC/ml)¥ seglin BMA muestras
Clase 1 <100,000 Clase 1 46
<400,000 101,000-300,000 Clase 2 7
301,000-599,000 Clase 3 1
600,000-1,200,000 Clase 4 4
Clase 2 <100,000 Clase 1 5
401,000-500,000 101,000-300,000 Clase 2 2
301,000-599,000 Clase 3 0
600,000-1,200,000 Clase 4 0
Clase 3 <100,000 Clase 1 7
501,000-749,000 101,000-300,000 Clase 2 2
301,000-599,000 Clase 3 0
600,000-1,200,000 Clase 4 2
Clase 4 <100,000 Clase 1 17
>750,000 101,000-300,000 Clase 2 5
301,000-599,000 Clase 3 1
600,000-1,200,000 Clase 4 1

£ Recuento de células somaticas segin método directo de Prescott-Breed
¥ Conteo de bacterias meso6filas aerobias por el método de vaciado en placa en agar cuenta
estandar

Se establecio nuevamente una correlacion entre las variables utilizando las 72 muestras
provenientes de vacas sanas y se encontré un coeficiente de correlacion entre CCS y
resazurina de -0.67 con probabilidad menor a 0.001, entre ORP y CCS o0 BMA fue menor
a 0.3 y entre BMA y resazurina fue menor a 0.1, estos Gltimos con probabilidad mayor a
0.05. Al no haber aumento significativo entre BMA y ORP o resazurina, se utilizd
Unicamente las variables de CCS y resazurina para continuar el estudio. Se establecié un
analisis de regresion para obtener una ecuacion que permitiera predecir la cantidad de CCS
de una muestra de leche cruda a partir del cambio de coloracién de la prueba de resazurina
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(ecuacion 1) y el modelo presentd un R? de 0.4516 lo que indica que el 45% de las muestras
se ajustaron al modelo (Figura 2).

CCS =7.40742 — (0.42404 x resazurina)  [1]
El conteo de células somaticas (CCS) depende de la diferencia entre el intercepto 7.40742

y el producto de 0.42404 por la calificacion de color en la prueba de resazurina en una
escala de uno a seis (Cuadro 2) utilizando la prueba de 60 min a temperatura de 36 £ 1 °C.

Fit Plot for CCS

8 8
o
8 Observations
6 o Parameters 2
o 5] Error DF 70
g MSE 01883
s § ° R.Square 04516
o o o| AdjR-Square 04438
v o
Q 8
: 8 8 g
o o § °
o 8
o ° 8
4
2 3 4 5 6
RES
- Fit O 95% Confidence Limits 95% Pradiction Limits

Figura 2. Ajuste de modelo indirecto con probabilidad menor a 0.0001 para calidad de leche
cruda basado en la cantidad de células somaticas por conteo directo de microscopio (CDM)
y prueba de resazurina (RES).

Cuadro 2. Calificacion de calidad segun cambio de coloracién durante la prueba de
resazurina de 60 mina 36 + 1 °C.

Calidad® Color segun prueba de resazurina

DI N Wbk 0o

Mayor calidad =6 menor calidad =1



A partir de la ecuacion 1 se elabor6 una tabla que indico de manera indirecta una estimacion
de la cantidad de CCS presente en la leche en funcion del cambio de coloracion en la prueba
de resazurina de una hora y se clasifica segun su calidad de acuerdo a la Norma Mexicana
y a los parametros de la FDA (Cuadro 3) (COFOCALEC 2012; FDA/CFSAN 2015).

Cuadro 3. Clasificacion de calidad de leche cruda segun cantidad de células somaticas
(CCS) de acuerdo a la Norma Mexicana y FDA en funcion del cambio de color en la
prueba de resazurina.

. Color segun prueba CCs¢ Norma
Calidad * de resaerinzI:\)¥ (células/ml) Mexicana ¥ FDA*
6 I | 73,000 1 A
5 I | 190,000 1 A
4 I | 510,000 2 A
3 1,400,000 4 B
2 3,600,000 4 B
1 9,600,000 4 B

£ Mayor calidad =6 menor calidad =1

¥ Prueba de 1 h a temperatura de 36 +1°C

€ CCS estimadas con la ecuacion CCS = 7.40742 — (0.42404 x resazurina)
¥ Proyecto de Norma Mexicana (COFOCALEC 2012)

* Grade "A" Pasteurized Milk Ordinance 2015

Los datos de coloracion obtenidos para desarrollar el método indirecto fueron tomados en
escala RGB debido a que es la utilizada en la aplicacion “colorassistant” para teléfonos. A
partir de los codigos de color se obtuvo el angulo Hue para cada una de las calidades
(Cuadro 4). Se utilizé la metodologia CIElab ya que es la que se aplica en el desarrollo de
nuevos métodos o aplicaciones no existentes, ademas presenta una escala reconocida
internacionalmente (Chuchuca et al. 2012). Utilizando el angulo Hue se comprob6 que los
colores establecidos segun la calidad eran diferentes y permitié una mayor gama de colores
dentro de la tabla para comparar la tonalidad de los resultados de la prueba de resazurina.



Cuadro 4. Angulos Hue de los colores obtenidos mediante la prueba de resazurina.

Calidad® Color Hue
216

6

5 218
4 244
3 348
2
1
£

344
38

Mayor calidad = 6 menor calidad = 1

Con la tabla de clasificacion de calidad de manera indirecta, se elaboré la distribucion de
las 72 muestras recolectadas de vacas sanas, de acuerdo a lo establecido en la Norma
Mexicana (COFOCALEC 2012). Se excluyeron las 28 muestras con resultados atipicos
causados por vacas mastiticas o malas practicas de ordefio (Cuadro 5).

Cuadro 5. Distribucion de muestras de leche cruda segun cantidad de células somaticas
(CCS) predichas por método indirecto clasificadas en base a la Norma Mexicana
(COFOCALEC 2012).

Clase segun calidad £ CCS (células/ml) € Cantidad de muestras
1 <400,000 51
2 401,000-500,000 0
3 501,000-749,000 11
4 >750,000 10

£ Mayor calidad =1 menor calidad =4
€ CCS estimadas con la ecuacion CCS = 7.40742 — (0.42404 x resazurina)

Debido a la ausencia de clasificaciéon para calidad de leche cruda en Centroamérica, se
utilizé la regulacion establecida por la FDA quien califica como grado A todas las leches
con recuentos de células somaticas menor a 750,000 células/ml y como grado B a las que
presentan un valor arriba de 750,000 células/ml (FDA/CFSAN 2015). Para procesar leche,
es importante conocer la cantidad de células somaéticas ya que a mayor contenido,
disminuye el rendimiento del producto final por pérdidas de proteina durante el desuerado
(Silva N et al. 2012). En algunas regiones existen penalizaciones econdémicas a productores
que no cumplen con estandares para leche grado A. En el estado de Tennesse, Estados
Unidos a cada libra de leche se restan $0.10 por cada 100 células somaticas arriba de
500,000 células/ml y a productores de leche con menos de 350,000 células/ml se les
bonifica con $0.25 por cada 100 células menos (Campbell 2012). Al comparar la calidad de
las muestras recolectadas establecidas por los métodos directo e indirecto en base a los
estandares establecidos por la FDA, se encontrd diferencia solo en cuatro de las muestras
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(Cuadro 6) y se obtuvo un R? de 0.6675 al comparar ambos resultados (Figura 3) por lo que
el modelo presentd un poder predictivo con significancia media.

Cuadro 6. Distribucion de muestras de leche cruda segun cantidad de células somaticas
en base a calidad establecida por la FDA, obtenidas por métodos directo e indirecto.

Calidad segiin FDA? Cantidad de muestras Cantidad d_e muestras
observadas predichas

A 58 62

B 14 10

£ Grade "A" Pasteurized Milk Ordinance 2015

14,000,000
12,000,000
10,000,000
8,000,000
R2=0.6675

6.000,000

4,000,000

CCS (células/ml) observadas

2,000,000

1,000,000 2,000,000 3,000,000 4,000,000
CCS (células/ml) predichas

Figura 3. Relacion entre resultados observados y predichos por el método indirecto para
células sométicas (CCS).

Validacion del método indirecto.

Se utilizaron 20 muestras recolectadas, a las que se aplico el andlisis directo de CCS bajo
miscroscopio, el método indirecto con la prueba de resazurina y la prueba de azul de
metileno para comparar la calidad estimada para cada muestra. Once de las muestras
obtenidas provenian de un CREL donde se transportaba la leche bajo el sol, en yogos de
plastico o aluminio y la cadena de frio no se cumplia. Las nueve muestras restantes, se
obtuvieron de una finca que si cumplia con buenas practicas de ordefio manteniendo la
cadena de frio para la leche por lo que se trabajaron los grupos de muestras de forma
separada.

Las muestras obtenidas de la finca mostraron calidad de grado A en la clasificacién
establecida por la FDA segun los métodos directo e indirecto en todas sus muestras. Las
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muestras provenientes del CREL mostraron calidad grado A segun el método directo para
todas sus muestras y segun el método indirecto solo 2 de las muestras fueron grado A. Esta
diferencia se dio ya que el método directo bajo microscopio clasifico la leche Unicamente
segun la cantidad de células somaticas, mientras que el método indirecto tomé en cuenta la
presencia de BMA. En las muestras del CREL se encontrd una alta poblacion de BMA
(Cuadro 7) que consumieron el oxigeno durante la prueba de resazurina, acelerando el
cambio de coloracion y disminuyendo la calidad predicha segun este método.

Cuadro 7. Distribucion de muestras de leche cruda segun calidad de acuerdo a FDA en base
a método directo e indirecto y su resultado de bacterias meso6filas aerobias (BMA).

Calidad CCs¢
Productor segun ,CDM ' Calidad (celulas/ml) Calidad BMA *
resazurina £ (células/mi) predicha (UFC/ml)
Finca 5.0 183,480 A 190,000 A 11,000
Finca 5.0 227,960 A 190,000 A 16,000
Finca 4.5 231,667 A 350,000 A 18,000
Finca 4.5 140,853 A 350,000 A 21,000
Finca 4.5 239,080 A 350,000 A 9,000
Finca 5.0 274,293 A 190,000 A 5,200
Finca 4.5 211,280 A 350,000 A 5,600
Finca 5.0 259,467 A 190,000 A 5,700
Finca 5.0 266,880 A 190,000 A 5,100
CREL 3.0 396,613 A 1,400,000 B 1,500,000
CREL 3.0 372,520 A 1,400,000 B 310,000
CREL 3.0 378,080 A 1,400,000 B 320,000
CREL 3.0 374,373 A 1,400,000 B 610,000
CREL 3.0 316,920 A 1,400,000 B 330,000
CREL 4.0 148,267 A 510,000 A 530,000
CREL 3.0 350,280 A 1,400,000 B 800,000
CREL 35 285,413 A 955,000 B 110,000
CREL 3.5 257,613 A 955,000 B 340,000
CREL 3.0 161,240 A 1,400,000 B 270,000
CREL 4.0 426,267 A 510,000 A 26,000

£ Mayor calidad =6 menor calidad =1

¥ Conteo directo al microscopio

€ Conteo de células somaticas

A Bacterias mesdfilas aerobias segin método de vaciado en placa

Con los resultados obtenidos mediante la prueba de metileno, se predijo la cantidad de BMA
que tendria cada muestra en base a la ecuacion propuesta por Morales (2005) donde la
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variable dependiente representa la cantidad de BMA en log UFC/ml y la variable
dependiente x el tiempo en horas necesario para que se redujera completamente el azul de
metileno.

y=-0.51738x +7.10292  [2]

Al comparar los resultados predichos mediante la ecuacion 2 con los valores reales
obtenidos por el método directo, se encontré un R? de 10.61% (Figura 4) siendo muy bajo
para ser considerado como significativo dentro del estudio. Las posibles causas de variacion
entre los resultados fueron la presencia de bacterias anaerobias facultativas y células
somaticas que pudieron afectar los resultados de la prueba de azul de metileno e interferir
en la prediccion mediante la ecuacion.

400,000
350,000
300,000
250,000
200,000

150,000 R#=0.1061

BMA (UFC/ml) observadas

100,000

50,000

200,000 400,000 600,000 800,0001,000,000,200,000,400,000,600,000
BMA (UFC/ml) predichas

Figura 4. Relacion entre resultados observados y predichos por la ecuacion y = — 0.51738x
+7.10292 (Morales 2005) para bacterias meséfilas aerobias (BMA).

Finalmente, se aplico la prueba de Mann-Whitney para evaluar la diferencia o similitud
entre la cantidad de CCS observadas por el método directo y predichas con el método
indirecto para las muestras provenientes de la finca y del CREL de manera separada. Se
obtuvo una probabilidad de 0.65 para la finca, indicando que ambos resultados fueron
estadisticamente iguales y por lo tanto, el método si fue capaz de predecir la calidad. Para
las muestras provenientes de CREL se obtuvo una probabilidad de 0 indicando que los
resultados obtenidos de manera directa e indirecta fueron estadisticamente diferentes y el
método no predijo la calidad de la leche segin CCS.
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4. CONCLUSIONES
Existe una correlacion de significancia media entre células somaticas y la prueba de
resazurina.

No se encontrd una correlacién entre los recuentos de bacterias meséfilas aerobias
con el potencial de éxido reduccion ni la prueba de resazurina.

La estimacion de células somaticas en funcion del resultado de la prueba de
resazurina presentd un ajuste medio entre los resultados obtenidos por el método
directo y el método indirecto.

El método indirecto desarrollado se aplica Gnicamente en fincas que cumplan con
buenas practicas de ordefio.
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5. RECOMENDACIONES
Utilizar la prueba de resazurina de tres horas para identificar el cambio de coloracion
de manera més clara.

Utilizar un espectrofotometro para evaluar la exactitud de la calidad de leche cruda
a través de colorantes como azul de metileno o resazurina.

Realizar un muestreo de la cantidad de células somaticas presentes en la produccién
de leche en la region, para establecer un limite maximo para calidad de leche A.

Tomar mas muestras durante diferentes épocas del afio para elevar el R? de la
ecuacion de regresion.

Considerar un modelo de regresion no lineal para evaluar el comportamiento de las
variables.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Sistemas de dxido reduccion y sustancias que causan disminucion en el potencial
de 6xido reduccidn en la leche cruda.

Enzima Sustrato E,apH7
Alcohol etilico -0,090-0,16
Acido lactico -0,18
g Acido malico -0,10
S Glucosa -0,45
S >
= Acido glutamico -0,03
': .
a Acido succinico 0,01
Hipoxantina, aldehidos -0,37
Xantino -0,37
Bien Citrocromo C reducido 0,27
=2 o -
S ? Acido ascorbico 0,078-0,05
— Aminas aromdticas
8§ 3 | yfenoles -0,27
S5 en la leche.
x  —
€S | citocromo reducido -0,208
eg
= Glutation -0,233
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Anexo 2. Mecanismo de accion de la resazurina.

La resazurina es una oxazona que permite que la leche adquiera color azul y se reduce con
la disminucidn del oxigeno presente en un medio. Este compuesto se convierte en resorufina
que presenta un color rojo-rosa, si la reduccion continta (por efecto de una alta poblacion
bacterial) se forma la dehidroresorufina que es incoloro (Maracaibo 2003).

Hal = o
\CEND Agenles reductores o) o o
: all 109 @]
. - e
Resazurina (no N

Resorufina (fluorescente)

Aabsfiem = 5T71/585 nm

fluorescente)

Aabs = 604 nm

Fuente: Favela 2012.

Anexo 3. Distribucidn de muestras de leche cruda con los resultados para BMA, CCS, ORP
y Resazurina.

N”g“eem BMA BMA(Log CDM %EOM ORP i":‘e"dﬂﬁd
muestra (UFC/mIy*  UFC/ml)*  (CCS/ml)* CCS/rﬁI)K (mv)* resaz?Jrinaae
1 2.200 3.34 300000 548 845 55
2 1,100 3.04 94000 497 694 5.5
3 320 251 87000 494 536 4.0
4 1,900 3.28 110,000 504  67.8 5.0
5 4,900 369 3000000 648 511 3.0
6 7,600 3.88 1900000 628 518 35
7 20,000 430 2000000 630 504 40
8 5,200 3.72 150,000 518 537 4.0
9 180,000 5.26 420000 562 551 45
10 16,000 4.20 1500000 618  31.0 40
11 6,000 3.78 220000 534 519 6.0
12 3,900 3.59 30000 459 496 55
13 52,000 4.72 720000 586  40.0 6.0
14 1,800 3.26 800000 590  27.2 3.0
15 3,000 348 3500000 654 627 2.0
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NuUmero BMA BMA (Log CDM CDM ORP Calidad

muggtra (UFC/ml)*  UFC/ml)*  (CCS/mI)¢ CC%/OrgI)K (mv)* res:\i%li?naae
16 6,100 3.79 960,000 5.98 56.1 4.5
17 21,000 4.32 2,300,000 6.36 55.6 3.5
18 4,400 3.64 470,000 5.67 55.6 4.0
19 6,500 3.81 360,000 5.56 63.1 6.0
20 1,200 3.08 2,900,000 6.46 51.3 2.5
21 10,000 4.00 700,000 5.85 32.3 55
22 72,000 4.86 3,000,000 6.48 53.8 3.0
23 1,600 3.20 230,000 5.36 53.8 55
24 3,800 3.58 280,000 5.45 49.6 55
25 2,400 3.38 160,000 5.20 445 55
26 5,900 3.77 270,000 5.43 54.6 55
27 1,600 3.20 640,000 5.81 78.6 55
28 2,200 3.34 56,000 4.75 55.0 55
29 14,000 4.15 250,000 5.40 57.6 4.5
30 110,000 5.04 2,200,000 6.34 57.0 3.0
31 4,400 3.64 35,000 4.54 54.3 55
32 2,600 3.41 63,000 4.80 52.6 5.0
33 3,000 3.48 41,000 4.61 70.5 5.0
34 2,900 3.46 80,000 4.90 79.0 5.0
35 240,000 5.38 37,000 4.57 63.5 4.5
36 3,200 351 360,000 5.56 57.0 55
37 230,000 5.36 270,000 5.43 60.1 55
38 24,000 4.38 460,000 5.66 46.9 4.5
39 980 2.99 330,000 5.52 62.6 4.0
40 530 2.72 200,000 5.30 53.7 55
41 55,000 4.74 130,000 511 61.7 4.0
42 670 2.83 140,000 5.15 50.1 55
43 46,000 4.66 61,000 4.79 56.4 55
44 170 2.23 110,000 5.04 51.0 5.0
45 130 2.11 170,000 5.23 46.5 3.0
46 2,100,000 6.32 16,000,000 7.20 38.1 2.5
47 960 2.98 120,000 5.08 54.4 4.5
48 450 2.65 2,700,000 6.43 34.5 3.0
49 3,400 3.53 2,300,000 6.36 43.5 4.0
50 19,000 4.28 410,000 5.61 45.6 5.0
51 1,300 3.11 270,000 5.43 45.8 5.0
52 1,100,000 6.04 700,000 5.85 36.5 4.0

20



NuUmero BMA BMA (Log CDM CDM ORP Calidad

muggtra (UFC/ml)*  UFC/ml)*  (CCS/mI)¢ CC%/OrgI)K (mv)* res:\i%li?naae
53 1,400 3.15 340,000 5.53 42.3 5.0
54 650 2.81 610,000 5.79 95.3 4.5
55 52,000 4.72 52,000 4.72 66.9 55
56 1,700 3.23 120,000 5.08 53.8 5.0
57 880 2.94 54,000 4.73 53.6 4.5
58 1,700,000 6.23 110,000 5.04 45.6 4.0
59 6,300 3.80 41,000 4.61 48.9 55
60 770 2.89 320,000 5.51 48.8 4.5
61 470 2.67 100,000 5.00 56.5 5.0
62 3,000 3.48 1,200,000 6.08 49.2 4.0
63 150 2.18 13,000,000 7.11 38.7 2.0
64 23,000 4.36 420,000 5.62 53.8 55
65 750 2.88 96,000 4.98 52.6 5.0
66 1,000 3.00 250,000 5.40 54.6 55
67 620 2.79 280,000 5.45 64.1 5.0
68 80 1.90 56,000 4.75 71.6 55
69 760 2.88 560,000 5.75 70.2 4.0
70 91,000 4.96 440,000 5.64 61.5 55
71 13,000 4.11 200,000 5.30 60.4 5.0
72 29,000 4.46 120,000 5.08 58.5 5.0
73 80 1.90 70,000 4.85 52.8 5.0
74 58,000 4.76 530,000 5.72 58.1 5.0
75 350 2.54 520,000 5.72 55.4 4.5
76 12,000 4.08 310,000 5.49 51.1 4.5
77 23,000 4.36 11,000,000 7.04 41.0 1.0
78 4,000 3.60 2,100,000 6.32 30.6 2.0
79 290,000 5.46 2,300,000 6.36 56.1 55
80 110,000 5.04 2,300,000 6.36 50.0 55
81 190,000 5.28 760,000 5.88 50.9 55
82 170,000 5.23 490,000 5.69 52.7 4.5
83 60,000 4.78 870,000 5.94 49.5 5.0
84 3,550,000 6.55 130,000 511 44.1 3.0
85 180,000 5.26 89,000 4.95 29.5 4.5
86 2,400,000 6.38 200,000 5.30 37.9 4.5
87 627,000 5.80 100,000 5.00 41.5 5.0
88 252,000 5.40 150,000 5.18 42.9 4.5
89 440,000 5.64 910,000 5.96 50 4.5
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NuUmero BMA BMA (Log CDM CDM ORP Calidad

muggtra (UFC/ml)*  UFC/ml)*  (CCS/mI)¢ CC%/OrgI)K (mv)* res:\i%li?naae
90 104,000 5.02 180,000 5.26 44.9 4.5
91 580,000 5.76 360,000 5.56 45.6 6.0
92 87,000 4.94 140,000 5.15 49.8 6.0
93 920,000 5.96 560,000 5.75 60.3 3.0
94 470 2.67 70,000 4.85 73.7 6.0
95 120,000 5.08 590,000 5.77 46.0 4.0
96 190,000 5.28 250,000 5.40 51.8 55
97 120,000 5.08 780,000 5.89 34.4 2.0
98 150,000 5.18 320,000 551 35.5 3.5
99 120,000 5.08 520,000 5.72 32.8 4.0
100 94,000 4.97 390,000 5.59 43.6 5.0

£ Conteo de bacterias mesofilas aerobias mediante vaciado en placa en agar cuenta
estandar

¥ Logaritmo base 10 del conteo de bacterias mesofilas aerobias

€ Conteo Directo al Microscopio de células somaticas por método de Prescott-Breed
K Logaritmo base 10 del conteo de células somaticas

A Potencial de 6xido reduccion

# Clasificacion de calidad segun Zemanate y Grass 2005

Anexo 4. Analisis de correlacion entre BMA, CCS, ORP y resazurina mediante el programa
“Statistical Analysis System 9.4®”.,
Pearson Correlation Coefficients, N = 72
Prob > |r| under HO: Rho=0

RESE ORP¥ BMA® CCs*

RES 1 0.2218 -0.0431 -0.6720

0.0611 0.7192 <.0001

ORP 0.2218 1 -0.2558 -0.1901

0.0611 0.0301 0.1097

-0.0431 -0.2558 1 0.0128

BMA 0.7192 0.0301 0.9146

cCs -0.6720 -0.1901 0.0128 1
<.0001 0.1097 0.9146

£ Prueba de resazurinade 1ha36+1°C
¥Potencial de 6xido reduccion (mV)

€ Bacterias mesofilas aerobias

A Células somaticas
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Anexo 5. Andlisis de regresion para células somaticas y resazurina mediante el programa
“Statistical Analysis System 9.4,
Parameter Estimates

Parameter Standard Variance

Variable DF tValue Pr> |t
Estimate Error Inflation
Intercept 1 7.40742 0.26333 28.13 <.0001 0
RESE 1 -0.424 0.05585 -7.59 <.0001 1

£ Prueba de resazurinade 1 ha36 + 1 °C

Anexo 6. Distribucion de muestras de leche cruda provenientes de vacas con los resultados
para BMA, CCS, ORP y Resazurina.

N“g‘eem BMA '?I'_Vc')A CDM  CDM(Log ORP Csae"gfld
muestra (UFC/ml)* UFC/rErJﬂ)¥ (CCS/mD  CCS/mD®  (mV)* resazglljrinaae
1 2,200 3.34 300,000 5.48 84.5 55
2 1,100 3.04 94,000 4.97 69.4 5.5
3 320 251 87,000 4,94 53.6 4.0
4 1,900 3.28 110,000 5.04 67.8 5.0
5 4,900 3.69 3,000,000 6.48 51.1 3.0
6 7,600 3.88 1,900,000 6.28 51.8 3.5
7 20,000 4.30 2,000,000 6.30 50.4 4.0
8 5,200 3.72 150,000 5.18 53.7 4.0
9 180,000 5.26 420,000 5.62 55.1 45
10 16,000 4.20 1,500,000 6.18 31 4.0
11 6,000 3.78 220,000 5.34 51.9 6.0
12 3,900 3.59 39,000 4.59 49.6 5.5
15 3,000 3.48 3,500,000 6.54 62.7 2.0
16 6,100 3.79 960,000 5.98 56.1 4.5
17 21,000 4.32 2,300,000 6.36 55.6 35
18 4,400 3.64 470,000 5.67 55.6 4.0
19 6,500 3.81 360,000 5.56 63.1 6.0
20 1,200 3.08 2,900,000 6.46 51.3 2.5
21 10,000 4.00 700,000 5.85 32.3 55
22 72,000 4.86 3,000,000 6.48 53.8 3.0
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N“g;em BMA ?&A CDM  CDM(Log ORP ii“gf]d
muestra (UFC/ml)* UFC/rngﬂ)¥ (CCS/mI)*  CCS/mlye  (mv)y* resaz%rinaae
23 1,600 3.20 230,000 5.36 538 55
24 3,800 358 280,000 5.45 496 55
25 2,400 3.38 160,000 5.20 445 55
26 5,900 3.77 270,000 5.43 546 55
27 1,600 3.20 640,000 5.81 786 55
28 2,200 3.34 56,000 475 55 55
29 14,000 4.15 250,000 5.40 576 45
30 110,000 504 2,200,000 6.34 57 3.0
31 4,400 3.64 35,000 4.54 543 55
32 2,600 3.41 63,000 4.80 526 5.0
33 3,000 3.48 41,000 4.61 705 50
34 2,900 3.46 80,000 4.90 79 5.0
35 240,000 5.38 37,000 457 635 45
36 3,200 351 360,000 5.56 57 55
37 230,000 5.36 270,000 5.43 601 55
38 24,000 438 460,000 5.66 469 45
40 530 272 200,000 5.30 537 55
41 55,000 474 130,000 5.11 617 40
42 670 2.83 140,000 5.15 501 55
43 46,000 4.66 61,000 479 564 55
44 170 2.23 110,000 5.04 51 5.0
45 130 211 170,000 5.23 465 3.0
47 960 2.98 120,000 5.08 544 45
48 450 265 2,700,000 6.43 345 3.0
49 3,400 353 2,300,000 6.36 435 4.0
50 19,000 4.28 410,000 5.61 456 5.0
51 1,300 3.11 270,000 5.43 458 5.0
52 1,100,000 6.04 700,000 5.85 365 4.0
53 1,400 3.15 340,000 5.53 423 50
54 650 2.81 610,000 5.79 953 45
55 52,000 472 52,000 472 669 55
56 1,700 3.23 120,000 5.08 538 5.0
57 880 2.94 54,000 473 536 45
58 1,700,000 6.23 110,000 5.04 456 4.0
59 6,300 3.80 41,000 4.61 489 55
60 770 2.89 320,000 5.51 488 45
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NuUmero BMA BMA CDM CDM (Log ORP Calidad

mu(:,gtra (UFC/ml)* UF(ICE?r%If‘ (CCS/mI)*  CCS/mlye  (mv)y* resZi?Jl:?naae
61 470 2.67 100,000 5.00 56.5 5.0
62 3,000 3.48 1,200,000 6.08 49.2 4.0
63 150 2.18 13,000,000 7.11 38.7 2.0
64 23,000 4.36 420,000 5.62 53.8 55
65 750 2.88 96,000 4.98 52.6 5.0
66 1,000 3.00 250,000 5.40 54.6 55
67 620 2.79 280,000 5.45 64.1 5.0
68 80 1.90 56,000 4.75 71.6 55
69 760 2.88 560,000 5.75 70.2 4.0
73 80 1.90 70,000 4.85 52.8 5.0
75 350 2.54 520,000 5.72 55.4 4.5
76 12,000 4.08 310,000 5.49 51.1 4.5
85 180,000 5.26 89,000 4.95 29.5 4.5
86 2,400,000 6.38 200,000 5.30 37.9 4.5
87 627,000 5.80 100,000 5.00 415 5.0
88 252,000 5.40 150,000 5.18 42.9 4.5

£ Conteo de bacterias mesofilas aerobias mediante vaciado en placa en agar cuenta
estandar

¥ Logaritmo base 10 del conteo de bacterias mesofilas aerobias

€ Conteo Directo al Microscopio de células somaticas por método de Prescott-Breed
¥ Logaritmo base 10 del conteo de células somaticas

* Potencial de 6xido reduccion

# Clasificacion de calidad segun Zemanate y Grass 2005
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Anexo 7. Clasificacion de las muestras de leche cruda proveniente de vacas segun la calidad
establecida por la FDA para los datos observados y los predichos.
CCS (UFC/mI)  Calidad segtin FDA CCS (UFC/ml) predicha  C21'dad segun

FDA

220,000 A 73,000 A
360,000 A 73,000 A
35,000 A 130,000 A
39,000 A 130,000 A
41,000 A 130,000 A
52,000 A 130,000 A
56,000 A 130,000 A
56,000 A 130,000 A
61,000 A 130,000 A
94,000 A 130,000 A
140,000 A 130,000 A
160,000 A 130,000 A
200,000 A 130,000 A
230,000 A 130,000 A
250,000 A 130,000 A
270,000 A 130,000 A
270,000 A 130,000 A
280,000 A 130,000 A
300,000 A 130,000 A
360,000 A 130,000 A
420,000 A 130,000 A
640,000 A 130,000 A
700,000 A 130,000 A
41,000 A 190,000 A
63,000 A 190,000 A
70,000 A 190,000 A
80,000 A 190,000 A
96,000 A 190,000 A
100,000 A 190,000 A
100,000 A 190,000 A
110,000 A 190,000 A
110,000 A 190,000 A
120,000 A 190,000 A
270,000 A 190,000 A
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CCS (UFC/ml)

Calidad segun FDA CCS (UFC/ml) predicha

Calidad segun
FDA

280,000
340,000
410,000
37,000
54,000
89,000
120,000
150,000
200,000
250,000
310,000
320,000
420,000
460,000
520,000
610,000
960,000
87,000
110,000
130,000
150,000
470,000
560,000
700,000
1,200,000
1,500,000
2,000,000
2,300,000
1,900,000
2,300,000
170,000
2,200,000
2,700,000
3,000,000
3,000,000

WWWW>»>WWWEE®E>>P>P>P>P>P>O>>>>>>>>>>>>>>>P
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190,000
190,000
190,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
350,000
510,000
510,000
510,000
510,000
510,000
510,000
510,000
510,000
510,000
510,000
510,000
955,000
955,000
1,400,000
1,400,000
1,400,000
1,400,000
1,400,000

WWWWWWwW>»>>>>P>P>P>P>P>P>P>P>P>>>>P>>>>>>>>>>DP



CCS (UFC/ml)

Calidad segun FDA CCS (UFC/ml) predicha

Calidad segun

FDA
2,900,000 B 2,500,000 B
3,500,000 B 3,600,000 B
13,000,000 B 3,600,000 B

Anexo 8. Clasificacion de muestras de validacion segun calidad establecida por FDA.

_ CDM  Calidad CCS Calidad BMA
Productor Resazurina (células/  segun (célula}s/ml) segun (UFC/mI)
ml) FDA predicha FDA
Finca 5.0 183,480 A 190,000 A 11,000
Finca 5.0 227,960 A 190,000 A 16,000
Finca 4.5 231,667 A 350,000 A 18,000
Finca 4.5 140,853 A 350,000 A 21,000
Finca 4.5 239,080 A 350,000 A 9,000
Finca 5.0 274,293 A 190,000 A 5,200
Finca 4.5 211,280 A 350,000 A 5,600
Finca 5.0 259,467 A 190,000 A 5,700
Finca 5.0 266,880 A 190,000 A 5,100
CREL 3.0 396,613 A 1,400,000 B 1,500,000
CREL 3.0 372,520 A 1,400,000 B 310,000
CREL 3.0 378,080 A 1,400,000 B 320,000
CREL 3.0 374,373 A 1,400,000 B 610,000
CREL 3.0 316,920 A 1,400,000 B 330,000
CREL 4.0 148,267 A 510,000 A 530,000
CREL 3.0 350,280 A 1,400,000 B 800,000
CREL 35 285,413 A 955,000 B 110,000
CREL 35 257,613 A 955,000 B 340,000
CREL 3.0 161,240 A 1,400,000 B 270,000
CREL 4.0 426,267 A 510,000 A 26,000
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Anexo 9. Comparacion de los resultados de bacterias mesofilas aerobias (BMA) obtenidos
mediante método directo (observadas) y la prueba de azul de metileno (predichas).

Productor BMA observadas BMA predichas
(Log UFC/ml) (Log UFC/ml)
Finca 4.04 4.52
Finca 4.20 450
Finca 4.26 4.52
Finca 4.32 4.52
Finca 3.95 4.52
Finca 3.72 450
Finca 3.75 4.52
Finca 3.76 4.52
Finca 3.71 4.52
CREL 6.18 5.03
CREL 5.49 5.03
CREL 5.51 5.03
CREL 5.79 5.03
CREL 5.52 5.03
CREL 5.72 4,52
CREL 5.90 5.03
CREL 5.04 4,52
CREL 4.41 4.52
CREL 5.43 5.55
CREL 5.53 4.52

Anexo 10. Prueba de Mann-Whitney para muestras de validacion.

Finca

. Valor Valor
Método W 0
No ajustado para empates 80 0.659
Ajustado para empates 80 0.654
CREL

. Valor Valor
Método W 0
No ajustado para empates 66 0
Ajustado para empates 66 0
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