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1. INTRODUCCION

La conservacién de la leche bajo condiciones de frio (4 °C) es una
practica difundida en bovinos lecheros, cuyo objetivo principal es el control
del crecimiento de microorganismos mesofilos y la reduccion de los costos
de transporte.

La produccion de leche ovina y caprina es incipiente en el pais y los
bajos volumenes indican la necesidad de conocer el comportamiento del
deterioro a lo largo del periodo de conservacion prolongado en el tambo.
Por otra parte es necesario disponer de una evaluacion de los mejores
métodos que eviten el deterioro de la leche y el mantenimiento de la calidad
hasta el momento de su procesamiento en la planta industrial.

El mantenimiento por periodos prolongados de la leche en el tambo
requiere necesariamente del equipamiento y se considera necesario conocer
como responde la leche de ambas especies en relacion con el crecimiento
bacteriano y el consecuente deterioro de la leche. Es conocido que las
caseinas, particularmente las [B-caseinas, tienen diferente comportamiento
en leche de vaca, cabra y oveja en relacion a la sensibilidad a la temperatura
de almacenaje. Asimismo la resistencia natural al crecimiento microbiano
puede ser diferente en la leche de las especies mencionadas anteriormente.
En este trabajo se pretende dilucidar el crecimiento microbiano en leche de
cabra y oveja en tanque de frio durante 96 hs. y el deterioro de las distintas
fracciones de caseinas durante dicho periodo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En la tabla 1 se puede apreciar la diferencia en cuanto a su
composicion en los diferentes tipos de leche. Se ve que la leche de oveja
presenta los niveles mas altos en solidos totales comparado con los otros
dos tipos de leches.

Tabla 1 Composicion promedio de leche de oveja, cabra y vaca:

Componentes |Oveja | Cabra | Vaca

(%) (%) [(N)
Grasa 71 4.1 38
Proteina 5.8 34 33
Caseina 46 2.7 2.6
Lactosa 4.6 4.6 4.7
Cenizas 092 (0.80 0.72
Solidos 18.42 |12.90 [12.52
Totales

(Alichanidis y Polychroniadou, 1996.)

En leche de oveja se evidencia un nivel mas alto en grasa con
respecto a la leche de cabra o vaca y en el nitrogeno total. Mientras que la
lactosa se presenta en iguales o inferiores tenores con respecto a la leche de
vaca (Assenat, 1991).

Ademas de las diferencias en cuanto a composicion entre leches de
distintas especies, también existen variaciones dentro de la misma especie
debido a las diferencias existentes entre paises (sistema de produccién),
manejo, raza, diferencias individuales, etapa de lactacion, edad, estado
sanitario, etc.



2.1 CARACTERISTICAS DE LA LECHE DE OVEJA

2.1.1 Compuestos nitrogenados

2.1.1.1 Proteina

La relaciéon entre el contenido de proteinas y de los componentes
nitrogenados es elevada, en torno al 95 %, valor similar al que presenta la
leche de vaca. Por el contrario difiere de la leche de cabra que tiene un
contenido relativamente mas alto de nitrogeno no proteico (Mahieu et al.,
1977 citado por Assenat, 1991).

La similitud entre los distintos tipos de proteina de las diferentes
especies (cabra, vaca 'y oveja) es mayor en la fraccion soluble, mientras que
en el grupo de las caseinas €s menor. El grado de similitud entre las
distintas fracciones de proteinas se corresponde con el siguiente orden:
B—lactoglobulina>a—lactoalbumina>0cs1-caseina>asz-caseina>B-caseina>1<-
caseina. Las diferencias entre la k-caseina estan localizadas principalmente
en la parte terminal de la proteina, en el caseino-macropéptido. Mientras
que la region que incluye el enlace 105-106 sensible a la accién de la
quimiosina es similar en estas 3 especies (Alichanidis y Polychroniadou,
1996). .

2.1.1.2 Caseinas

Estas representan alrededor del 82 — 83% del contenido de proteinas
totales (Brochet, 1982 citado por Assenat, 1991). El porcentaje de caseinas
0 y O € claramente mas elevado en la leche de oveja que en la leche de
cabra: 30,2% frente al 12,6%, pero significativamente mas bajo que en la
leche de vaca, en el que representa el 45,5%. Las B-caseinas representan en
la leche de oveja alrededor de la mitad, mientras que constituyen los 2/3 en
la leche de cabra y 1/3 en leche de vaca (Assenat, 1991).

La micela de caseina de leche ovina es mas rica en calcio con
respecto a la caseina bovina, 37 mg Ca coloidal/g caseina y 28,9 mg
respectivamente (Alichanidis y Polychroniadou, 1996).



2.1.1.3 Proteinas del suero

Las proteinas solubles son: B-lactoglobulina, a-lactoalbumina,
albimina sérica, inmunoglobulinas y la fraccién proteosas-peptona. Estas
proteinas permanecen solubles en el suero, tanto si la leche se a coagulado
por acidificacion a pH 4,6 como si a hecho por via enzimatica (Goursaud,
1991).

En comparacion con las caseinas, la influencia que tienen las
seroproteinas sobre las propiedades fisicoquimicas de la leche cruda es muy
baja pero durante el tratamiento térmico adquieren gran importancia Y,
desde un punto de vista comercial, la importancia de estas proteinas, en el
suero, va en aumento (Banks et al., 1989). “

Esta fraccion de la leche representa el 17,6% del total de las proteinas
(Brochet, 1982 citado por Assenat, 1991), porcentaje muy semejante al de
la leche de vaca en el que representan el 17% segin Alais (1975) citado por
Assenat (1991).

Dentro de este grupo la B-lactoglobulina es la proteina mayoritaria
(51,4%). En cuanto al grupo de las albuminas (B-lactoglobulina, o-
lactalabimina y albiimina sérica), representa el 76,5% del contenido total de
proteinas solubles, similar a los valores presentados para leche de vaca
(Assenat, 1991). El porcentaje restante esta compuesto por globulinas y
proteasas-peptonas.

La leche ovina presenta niveles mas pobres de aminoacidos libres
comparado con leche bovina (Alichanidis y Polychroniadou, 1996).

2.1.2 Grasa

El diametro medio de los globulos grasos es de 3,30 micras en leche
de oveja y de 4,55 en la leche de vaca (Parkash et al., 1968 citado por
Assenat, 1991). Segun Alichanidis y Polychroniadou (1996) la leche ovina
contiene mayor proporcion de globulos grasos de menor tamafio, con un



valor promedio de 3,99 micras. Solo el 2,4% de los globulos grasos de esta
leche tienen diametros superiores a 6 micras, mientras que para la leche de
vaca esta fraccion representa el 17,3%.

El color de la grasa de la leche de oveja es netamente blanco debido a
la ausencia de carotenos (Laxminarayona et al, 1968 citado por Assenat,
1991).

Los triglicéridos representan en promedio el 98% del total de los
lipidos (Assenat, 1991).

Los lipidos de la leche de oveja se caracterizan por su elevado
contenido en acidos grasos saturados de 6 a 12 atomos de carbonos. Los
acidos caprico y caprilico representan del 6 al 15% de los acidos grasos
totales frente al 3 al 5% en la leche de vaca (Assenat, 1991).

El contenido de 4cidos grasos de 6 a 12 atomos de carbono es una de
las determinantes del olor y gusto caracteristico de este tipo de leche.

En la leche de oveja existen menos triglicéridos de cadena larga y
mas de cadena corta comparado con la leche de vaca (Assenat,1991).

2.2 CARACTERISTICAS DE LA LECHE DE CABRA

La composicion quimica de esta leche presenta un alto rango de
variacion en cuanto a sus diferentes componentes: grasa de 2,3 a 6,9%, con
un promedio de 3.3% (Juarez, 1986 citado por Haenlein, 1996); proteina de
2.2 a 5,1% y como valor promedio 3.4% (Haenlein, 1996). Sin embargo
segin Le Mens (1991) la leche de cabra presenta valores menores en cuanto
a proteina con respecto a la leche de vaca, 2,82% frente a 3,11%.

Ademas de las diferencias en cuanto a los tenores promedios de los
distintos componentes, también existen un polimorfismo genético de las
proteinas de la leche, la cual tiene importancias comerciales en la
elaboracion de los diferentes productos (por ej: rendimiento y sabor en

quesos). (Remeuf y Lenoir, 1986 citado por Haenlein, 1996). Dicho



polimorfismo tiene un potencial para la nutricién humana el cual aun no se
ha explotado por no conocerse bien todas sus posibles aplicaciones
(Haenlein, 1991 citado por Haenlein, 1996).

2.2.1 Compuestos nitrogenados -

2.2.1.1 Proteina

El contenido promedio de esta fraccion es de 3.56% (USDA, 1990
citado por Haenlein, 1992). Sin embargo Le Mens (1991) cita un valor de
2 82%. En un trabajo realizado en Brasil por Bonassi et al. (1996) en donde
se mide los niveles de proteina en la leche de cabra durante 30 meses,
encontré un valor medio de 3,11% con un rango de variacién que va desde
2,45 a4,18%. ”

2.2.1.2 Caseinas

Del contenido de proteina total, en promedio el 78% esta compuesto
por caseinas, con un rango de 55 a 86% (Renner, 1982 citado por Haenlein,
1992). Segun Parkash y Jenness (1968) citado por Bonassi et al. (1996)
afirman que el contenido de caseina representa cerca de 70 al 74% de la
materia nitrogenada de la leche de cabra, para leche de vaca este valor
oscila entre 76 a 79% (Jenness 1980) razén por la cual la leche caprina
presenta un rendimiento en queso ligeramente menor que la leche de vaca
(Le Mens, 1991). Segin Bonassi et al. (1996) la caseina representa el 71,8%
(61,54 a 80,71%) de la materia nitrogenada total de la leche de cabra.

Existen 4 grupos de caseinas: Osi; Os2; B y . Para el primer grupo
(o)) hay tipos genéticos que carecen de dicha fraccion, otros presentan
niveles bajos o intermedios y otros con altos tenores de o . Estas
variaciones se observan tanto en animales de distintas razas y también
existen diferencias individuales dentro de una misma raza. Estas diferencias
en cuanto al contenido de oy tienen consecuencias nutricionales y en la
industrializacion de esta leche (Haenlein, 1996). Con respecto a la B
caseina, esta es cuantitativamente el mayor componente proteico en la leche
de cabra. Richardson y Creamer citado por Jenness (1980) aislaron 2 tipos



de B-caseina, las cuales tienen idéntica composicion de aminoacidos, pero
difieren solamente en el numero de los grupos fosfato.

El tamafio de las micelas es diferente al de la leche de vaca, ya que
son 0 bien mas grandes, con un didmetro superior a 200 nm o mas pequefias
con un diametro inferior a 80 nm, pero el tamafio medio de las micelas es
inferior a la leche de vaca (Le Mens, 1991). Sin embargo segin Alichanidis
y Polychroniadou (1996) la leche caprina y ovina tienen una micela de
mayor tamafio con respecto a la de la leche de vaca (255 y 193 nm
respectivamente, y 175 nm para la leche de vaca) pero la variacion en el
tamaiio de la micela, es mayor en leche caprina y menor en leche ovina.

La caseina de la leche cabra presenta menor capacidad de
sedimentacion por centrifugado que leche de vaca, teniendo en cuenta la
proporcion de pequefias micelas es mayor que en la leche de vaca. La leche
de cabra forma un coagulo mas suave y quebradizo cuando se acidifica,
que puede ser debido a la deficiencia de 0. Los coagulos menores y mas
quebradizos son mas rapidamente atacados por las proteasas estomacales
facilitando la digestion (Jenness, 1980 citado por Bonassi, 1996).

La micela de caseina caprina es mas rica en calcio con respecto a la
caseina bovina, 36 mg Ca coloidal/g caseina y 28,9 mg respectivamente
(Alichanidis y Polychroniadou, 1996).

2.2.1.3 Proteinas del suero

Segin Le Mens (1991) estas representan el 20,4% del nitrégeno,
similar a los tenores que presenta la leche de vaca, con distinta distribucion
de cada uno de sus fracciones. Esta fraccion esta compuesta por: B-
lactoglobulina, globulinas, a-lactoalbumina, albumina sérica,
inmunoglobulinas y la fracciéon proteosa-peptona. Esta leche contiene mas

B-lactoglobulina y menos o-lactoalbumina comparado con leche de vaca
(Alichanidis y Polychroniadou, 1996).

La leche caprina presenta niveles mas altos de aminoacidos libres
comparado con leche bovina (Alichanidis y Polychroniadou, 1996).



2.2.2 Grasa

Segun Fahmi et al. (1956) citado por Le Mens (1991) los globulos
grasos se caracterizan por la abundancia de los de tamafio muy pequefio. Un
65% tienen un diametro inferior a 3 micras frente a un 43% en la leche de
vaca, y un diametro medio muy préximo al de la leche de oveja, de 3,5
micras y de 3,3 micras respectivamente. ‘

Segtn Furtado y Wolfschoon-Pombo (1978) en dicha leche el 28%
de los globulos grasos presentan un diametro igual o inferior a 1,5 micras.
Esta caracteristica tiene una importancia nutricional importante ya que
dismetros inferiores a 5 micras disminuyen el tiempo de residencia en el
estomago y el transito intestinal (Le Mens, 1991). Asimismo también tiene
importancia en la industria lictea como por ejemplo en la elaboracion de
yogur con leche caprina, el cual es naturalmente bebible y uno de los
componentes que le imparte esa propiedad es el tamafio de los globulos
grasos de la leche.

La grasa de la leche esta compuesta en casi su totalidad por
triglicéridos. Los mono y di-glicéridos son poco frecuentes en este tipo de
leche. En cuanto a la cantidad, los 4acidos grasos de 4 a 12 atomos de
carbono representan un 20% frente al 14% en la leche de vaca. Pero la
mayor diferencia con respecto a la leche de vaca se encuentra esencialmente
en los acidos grasos de 8, 10 y 12 carbonos (Le Mens, 1991). Segun
Furtado y Wolfschoon-Pombo (1978) la grasa de la leche de cabra presenta
desde el punto de vista bioquimico una importante diferencia en relacion a
la leche de vaca: presenta cerca de 18% de acidos grasos de cadena corta, el
doble de la cantidad que tiene la leche de vaca, siendo €sos acidos
representados sobre todo por los dcidos caproico, caprilico y caprico. Esto
explica las diferencias en sabor entre ambas leches y quesos. La cantidad y
composicion de esta fraccion depende de la alimentacion, estacion, etapa de
lactacion y del origen de estos acidos. Los écidos grasos C18:0, C18:1,
C18:2, C18:3 aumentan su proporcion en el verano, mientras que los acidos
de C4 a 16 carbonos se reducen significativamente (Haenlein, 1996).



2.3 ENZIMAS EN LECHE DE OVEJA'Y CABRA

La actividad de la xantina oxidasa que s¢ encuentra adsorbida en la
membrana de los globulos grasos y la lisozima que se encuentra en el
suero, en oveja y cabra es menor que €n la leche de vaca. Sin embargo la
fosfatasa alcalina que se encuentrg adsorbida en la membrana de los
glébulos grasos, presenta mayores niveles de actividad en leche de oveja 'y
cabra comparado con leche de vaca (Alichanidis y Polychroniadou, 1996).

2.3.1 Mecanismos antimicrobianos inespecificos

La lactoferrina ovina y caprina es similar a la presente en la leche de
vaca (Alichanidis y Polychroniadou, 1996). Su funcién es inhibir la
multiplicacién de las bacterias al privarlas del hierro y puede proteger a la
ubre “seca” de la infeccion por E. Coli (Reiter y Bramley citado por
Cousins y Bramley, 1987).

Los niveles de lactoperoxidasa encontrados en leche de cabra son
mayores a los reportados en leche de vaca y ovina pero, sin embargo el
nivel de actividad del sistema lactoperoxidasa es mas alto en leche de oveja
(Alichanidis y Polychroniadou, 1996). Este sistema tiene un efecto
bacteriostatico sobre bacterias Gram positivas y bactericida sobre las
bacterias Gram negativas, incluyendo a los psicrotrofos (Alais, 1985). La
activacién del sistema depende de la concentracion de dos reactivos, el
peroxido de hidrogeno (H,O;) y tiocianato (SCN). En particular el sistema
lactoperoxidasa tiene la habilidad de catalizar la oxidacion del SCN con el
H,0, produciendo hipotiocianato (OSCN)) y otros productos intermedios.
Estos compuestos tienen la habilidad de reducir el crecimiento bacteriano
por medio de un dafio en la membrana celular e inhibiendo la actividad de
algunas enzimas citoplasmaticas (Haddadin et al., 1996).

También se ha demostrado que lisozima tiene capacidad
antimicrobiana. Esta provoca la hidrélisis del polisacarido que constituye la
pared de ciertas bacterias, conduciéndolas a su destruccién (Alais, 1985).



2.4 PROPIEDADES PARA LECHE DE CABRA Y OVEJA

2.4.1 Propiedades organolépticas

El color de la leche de cabra y oveja es blanco opaco porque ella
tiene muy poco B-caroteno comparado con leche de vaca (Alichamdis y
Polychroniadou, 1996).

La leche de cabra, al contrario de la leche de vaca carece en su
composicion de caroteno. Este pigmento clorofiliano liposoluble y
responsable de la coloracion amarilla tipica de la leche de vaca. Su ausencia
en la leche de cabra explica la blancura caracteristica de esta leche (Furtado
y Wolfschoon-Pombo, 1978).

La leche de oveja tiene un rico sabor y un aroma especial
relacionado con su composicion de acidos grasos. Este aroma €s menos
pronunciado si esta leche se mantiene bajo buenas condiciones.

El sabor fuerte caracteristico de la leche de cabra es atribuido a los
acidos grasos volatiles libres, especialmente al 4cido caprico, liberado por la
accion de la lipasa lipoproteica.

2.4.2 Propiedades de coagulacién

La leche de oveja es muy sensible al cuajo, debido a su alta relacion
entre P/os-caseinas con rescpecto a la leche de vaca. La leche ovina requiere
menos cuajo respecto a la leche de vaca para obtener el mismo tiempo de
coagulacion y no requiere de la adicion de CaCl, La tasa de formacion de la
cuajada es también mayor con respecto a la leche de vaca, pero presenta un
periodo de sinéresis mas largo. Esta diferencia puede ser explicada por un
mayor contenido de caseina y calcio coloidal de la leche ovina. La cuajada
obtenida a partir de la leche ovina drena menos con respecto a la leche
bovina debido a su mayor contenido de sdlidos totales, caseina y grasa
(Alichanidis y Polychroniadou, 1996).
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Las propiedades de coagulacion de la leche caprina varian
ampliamente como consecuencia de la gran variabilidad en su composicion,
la concentracion de oy -caseina es el componente principal que influye en el
tiempo de formacion y en la firmeza de la cuajada (Alichanidis y
Polychroniadou, 1996). Bajo contenido de o -caseina determinan un menor
tiempo de coagulacion y una débil resistencia a los tratamientos por calor
comparados con las leches de alto contenido (ngnlem, 1996).

2.5 MICROFLORA DE LA LECHE CRUDA

Segin Cottier (1991) el hecho de que para obtener una misma
cantidad de leche con ovejas que con vacas, hace falta ordefiar de 10 a 15
veces mas animales, hace que los riesgos de contaminacion por los pezones
se vean sensiblemente incrementados. Ademas algunas practicas aplicables
para el ordefio de vacas (lavado previo de la ubre) son imposibles de
realizar con estos animales. Unicamente por esta razoén es mas dificil
obtener una buena calidad bacteriolégica en la leche de oveja que en la
leche de vaca.

El namero y los tipos de microorganismos presentes en la leche
recién ordefiada, refleja directamente la contaminacion microbiana durante
su obtencion. La microflora de la leche cuando abandona la granja depende
de la microflora inicial, del tiempo transcurrido hasta alcanzar la
temperatura de conservacion, de la temperatura a la que se ha almacenado y
del tiempo transcurrido hasta la recoleccion (Cousins y Bramley, 1987).
Por lo que para obtener leche de buena calidad microbiologica es necesario
una buena higiene durante el ordefio, un rapido enfriamiento y buenas
condiciones durante el almacenaje en el tanque. También es necesario
mantener la temperatura en el rango Optimo para una adecuada
conservacion durante el transporte de la leche desde el tambo hasta la planta
procesadora. Cuando la leche se enfria y se mantiene a una temperatura
menor o igual a 4 °C, se previene normalmente la multiplicacion de las
bacterias al menos en las primeras 24 horas y la microflora es similar a la
presente tras el ordefio (Cousins y Bramley, 1987).
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La importancia de la microflora presente en la leche no solo va a
determinar el estado higiénico y sanitario del tambo sino también la calidad
de 1a leche en relacion al grado de deterioro de la misma por la cantidad de
enzimas liberadas por microorganismos o células somaticas (aumentado en
caso de mastitis).

En leche ovina el crecimiento microbiano es retardado debido una
alta actividad inmunolégica y un alto poder buffer (Alichanidis y
Polychroniadou, 1996). Dicha leche presenta una resistencia al desarrollo
de bacterias durante las primeras horas debido a la actividad inmunolégica,
y un mayor contenido de minerales (el doble) con respecto a la leche de
vaca lo cual le da un mayor poder tampon (Assenat, 1991).

2.6 MICROORGANISMOS PRESENTE EN LA LECHE CRUDA

Segun Gounot (1986) y Silva (1991) citado por Silveira et al. (1998)
observaron que los microorganismos que normalmente contaminan la leche
crecen en un amplio rango de temperatura. Estos se dividen en tres grupos:
mesofilos, termofilos y psicrotrofos. Los mesofilos constituyen un grupo
importante por incluir la mayoria de los microorganismos acidificantes, y
por desarrollarse a temperaturas entre 20 a 45 °C, con una temperatura
optima alrededor de 30 a 40 °C (Jay, 1994 citado por Silveira et al., 1998).
Las bacterias termofilas tienen un 6ptimo de crecimiento entre 55 a 65 °C,
y pueden llegar a crecer dentro del rango que va desde 35 a 75 — 90 °C
(ICMSF, 1980 citado por Silveira et al, 1998). Los psicrotrofos son
definidos por Collins (1981) citado por Silveira et al. (1998) de acuerdo a
las normas de la International Dairy Federation, como aquellos
microorganismos capaces de crecer a temperaturas menores a 7 °C,
independientemente de cual fuere su temperatura optima de crecimiento.

2.6.1 Microorganismos meséfilos

En la tabla 2 se mencionan los géneros mesofilos aerobios mas
frecuentemente identificados en la leche cruda.
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Tabla 2. Tipo de microorganismos mesofilos aerobios.

Micrococos Estreptococos | Bacilos Gram + Esporulados | Bacilos Gram - Misceldneos
no esporulados

Micrococcus Enterococcus Microbacterium | Bacillus (espo- | Pseudomonas Estreptomicetos
Staphylococcus | (fecales) Corynebacterium |ros o formas Acinetobacter

Grupo N Arthrobacter vegetativas) Flavobacterium | Levaduras

Estreptococos de| Kurthia Enterobacter

la mastitis Klebsiella Mohos

Str. agalactiae , Aerobacter

Str. dysgalactiae Escherichia

Str. uberis Serratia

Alcaligenes

(Cousins y Bramley, 1987)

2.6.2 Microorganismos termoduricos

En la tabla 3 se presentan los géneros que sobreviven a la
pasteurizacion efectuada en el laboratorio (tratamiento térmico de 63 °C
durante 30 minutos). La supervivencia a la pasteurizacion puede ser de un
100% en el caso de Microbacterium lacticum 'y esporulados, mientras que
los otros géneros muestran una supervivencia menor a un 10%. La mayoria
de estos géneros no se multiplican en forma apreciable en la leche a
temperatura ambiente o en el tanque de frio, por lo que los conteos pueden
ser usados como un indice del control de la calidad higiénica de la leche
(Hull et al., 1992 citado por Bermudez y Reginensi, 2001). Sutherland
(1993) citado por Silveira et al. (1998) demostr6 que B. cereus €s la bactena
esporogénica mas importante en la alteracion de la leche pasteurizada,
almacenada a temperaturas de 6 a 20 °C. B. cereus €s capaz de crecer en la
faja psicrotrofica siendo responsable de enfermedades de origen alimentario
(Sutherland y Limond, 1993 citado por Silveira et al., 1998).

Investigadores australianos determinaron que B. circulans fue la
unica especie aislada en leche pasteurizada almacenada a 3 °C durante 8
semanas. Mientras que B. circulans y B. cereus se encontraron en muestras
almacenadas durante 10 dias a 12 °C. Estas especies fueron también las
{nicas aisladas de productos lacteos comerciales. B. cereus no aparecio en
las muestras a la temperatura correcta (3 °C), lo que es importante ya que s¢
trata de una especie que puede deteriorar la leche (Cromie, 1994).
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Tabla 3. Microorganismos termodricos de la leche cruda fresca.

Géneros Termoduricos
Microbacterium
Micrococcus

Esporos de Bacillus
Esporos de Clostridium
Alcaligenes

Streptococcus
( Cousins y Bramley, 1987)

2.6.3 Microorganismos psicroétrofos

La incidencia y desarrollo de las bacterias psicrotrofas en la leche
cruda son muy variables, dependiendo del tipo, namero y estado fisiologico
de los microorganismos, las condiciones de produccion de la leche y el
contacto con la superficie, siendo afectado también por la temperatura y
duracién del almacenamiento refrigerado antes de ser procesada.

Dentro de los microorganismos psicrotrofos, el genero mas comun
encontrado en la leche son las Pseudomonas sp., mas especificamente
Pseudomonas  fluorescens. Otros microorganismos  psicrétrofos  de
importancia para el deterioro de la leche son pertenecientes a los géneros:
Acinetobacter, Aeromonas, Flavobacterium, Enterobacter 'y también
Listeria como posible contaminante patogeno.

2.6.3.1 Aspectos taxonémicos

Los psicrotrofos se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, no constituyen un  grupo taxonomico especifico de
microorganismos. Los principales géneros de bacterias psicrotrofas aisladas
en la leche y sus subproductos incluyen bacterias Gram negativas y/o Gram
positivas; bastones, cocos o vibrios; esporiformes 0 no esporiformes; y
aerobias o anaerobias. También, existen otros microorganismos psicrotrofos
(mohos y levaduras) capaces de producir defectos en productos lacteos
(Cousin, 1982).
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Desde el principio la literatura reportol que los microorganismos
causantes del deterioro de la leche a bajas temperaturas son
predominantemente Gram negativo (tabla 4), no esporiformes y catalasa
positivos (Cousin, 1982).

Tabla 4 Bacterias psicrotrofas Gram negativas aisladas de leche y productos
lacteos.

Género Fuente

Achromobacter Leche cruda y pasteurizada, crema y
manteca

Acinetobacter Leche cruda y pasteurizada y crema

Aeromonas Leche cruda y pasteurizada vy
manteca

Alcaligenes Leche cruda y pasteurizada, crema y
manteca

Chromobacterium |Leche cruda

Citrobacter Leche cruda y pasteurizada

Cytophaga Leche cruda

Enterobacter Leche cruda y pasteurizada y crema

Escherichia Leche cruda

Flavobacterium Leche cruda y pasteurizada y
manteca

Klebsiella Leche cruda, crema y manteca

Pseudomonas Leche cruda y pasteurizada, crema y
manteca ‘

Serratia Leche cruda

Vibrio Manteca

( Cousin, 1982.)

Los psicrotrofos que con mayor frecuencia se encuentran la leche
cruda son los bacilos Gram negativos. Pseudomonas spp. constituye el
50% de los géneros de bacterias Gram negativas y la especie Ps.
fluorescens es la que predomina, aunque también se detecta Ps. putida, Ps.
fragi 'y Ps. aeruginosa. Los géneros Flavobacterium , Acinetobacter,
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Achromobacter y Alcaligenes junto a coliformes comprenden la mayoria
del 50% restante de bacterias Gram negativas (Juffs, 1973 citado por
Cousins y Bramley, 1987).

Las bacterias psicrétrofas Gram positivas también han sido aisladas
de la leche cruda (tabla 5), a pesar que se encuentran €n menor cantidad que
las bacterias Gram negativas. Los géneros Micrococcus, Bacillus, 'y
Arthrobacter son los microorganismos Gram positivos psicrotrofos mas
frecuentemente aislados. T.a presencia de las bacterias Gram positivas a
adquirido mas importancia en la leche pasteurizada y productos lacteos
porque pueden formar esporas; las cuales pueden resistir a los tratamientos
térmicos que se le dan a dichos productos. Esto esta ligado al posible
deterioro de estos productos (Cousin, 1982).

Tabla 5 Bacterias psicrotrofas Gram positivas aisladas de leche y productos
lacteos

Género Fuente

Arthrobacter Leche cruda y manteca

Bacillus Leche cruda y pasteurizada y crema
Clostridium Leche cruda

Corynebacterium _|Leche cruday pasteurizada y crema
Lactobacillus Leche cruda

Microbacterium | Leche pasteurizada

Micrococcus Leche cruda y pasteurizada
Sarcina Leche pasteurizada

Staphylococcus | Leche cruda

Streptococcus Leche cruda y pasteurizada

(Cousin, 1982.)
2.6.3.2 Temperatura de crecimiento
Los psicrotrofos crecen a bajas temperaturas y a pesar de producir un

mayor crecimiento a temperaturas més elevadas se caracterizan por tener
una fase lag larga y una fase logaritmica corta en condiciones de
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refrigeracion. La fase lag es breve a la temperatura 6ptima de crecimiento y
aumenta a medida que disminuye la temperatura. Por tanto la temperatura
optima puede ser obtenida determinando la temperatura a la cual el tiempo
de generacion es el mas corto (Cousin, 1982). Yano et al. (1974) citado por
Cousin (1982) estudio el tiempo de generacion de bacterias psicrotrofas en
la leche refrigerada y encontr6 un rango de 6,6al127horasa5°Cy122a
26,1 horas para una temperatura de 0 °C. Debido a esto el periodo en que la
leche mantuvo una buena calidad fue de 2 a 5 dias a 5°C y
aproximadamente 4 a 13 dias a 0 °C, estos valores fueron obtenidos en un
trabajo con leche de vaca.

2.7 FUENTE DE CO’NTAMINACI(')N MICROBIANA DE LA LECHE
EN SU PRODUCCION.

2.7.1 Contaminacion del interior de la glindula mamaria

Cuando la leche es ordefiada a partir de un animal sano, casl siempre
contiene gérmenes, que contaminan la leche. En el interior de la glandula
mamaria existen casi siempre gérmenes Innocuos que contaminan la leche
en el momento de su obtencion (Alais, 1985). Los gérmenes que mas
predominan son saprofitas pertenecientes  principalmente a los géneros
Corynebacterium 'y Micrococcus. También existen gérmenes patogenos
dentro de los cuales se ubican: Streptococcus 'y Staphylococcus hemoliticos,
pero ocasionalmente pueden intervenir otras numerosas especies (Alais,
1985).

Segiin Alais (1985), se ha sefialado que las leches de cabra y oveja
son mas frecuentemente estériles a la salida de la mama que la leche de

vaca.

2.7.2 Contaminacién de la leche en el exterior de la mama,

Este tipo de contaminacién suele ser cuantitativamente mas
importante en relacion con la de origen mamario; su importancia es
extremadamente variable segin las condiciones de produccién 'y
conservacion de la leche.
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El exterior de los pezones es una fuente de contaminacion frecuente y
aporta gérmenes Yy €sporas. Sobre todo gérmenes psicrotrofos y
microorganismos termorresistentes, pero no coliformes.  Segim Cousin
(1982) el suelo y la vegetacion hay gran cantidad de psicrotrofos, los cuales
para nuestras condiciones de produccién son una fuente importante de
contaminacion de las ubres junto con la materia fecal.

2.7.2.1 Contaminacién proveniente de la miquina de ordeifie

Esta es la fuente de contaminacion mas importante. Proviene de la
paredes del equipo de ordefie que contactan con la leche. El nivel de
incidencia de esta fuente de contaminacion va a depender del estado de la
maquina en general y del grado de limpieza alcanzado. Las partes de goma
en mal estado pueden hacer que esta fuente de contaminacion se vea
multiplicada. Segin Thomas y Thomas (1978) citado por Cousin (1982),
concluyeron que el equipo de ordefie, es el causante de la mayor
contaminacién microbiana en los tambos que almacenan la leche en tanque
de frio. La limpieza de dicho equipo se realiza con el proceso de limpieza
agua-acida-hirviendo (ABW) se pasteuriza, por lo que solo sobreviven los
microorganismos termoduricos. La aplicacién de soluciones detergentes
desinfectantes muy calientes tienen un efecto similar. En la practica no
siempre se llega durante la limpieza a temperaturas de pasteurizacion pero
si estas se alcanzan predominan microorganismos termorresistentes, tales
como Bacillus spp., bacilos Gram positivos no esporulados (probablemente
Microbacterium spp.), micrococos y estafilococos. Los bacilos Gram
negativos incluidos los coliformes, que son termolabiles son relativamente
poco frecuentes. Si la microflora que se recoge en los lavados es
fundamentalmente termolabil, es evidente que una parte del equipo no se ha
calentado lo suficiente (Cousins y Bramley, 1987).

2.7.2.2 Contaminacién proveniente del tanque de frio
En un estudio realizado por Thomas y Thomas (1976) citado por

Cousin (1982), estudiaron la incidencia de la flora bacteriana en tanques de
frio y encontraron una alta cantidad de bacterias Gram negativas,

18



especialmente en aquellos tanques que estaban mal lavados y desinfectados.
Las especies Streptococcus, Micrococcus 'y Corynebacterium fueron
encontradas en pequefias cantidades y los bacilos esporiformes constituian
alrededor del 10% de la poblacion total. En varios estudios realizados se
obtuvieron muestras a nivel de la superficie interior del tanque de frio
(hisopado), indican que el biofilm puede ser uno de los principales focos de
contaminacion a atacar. El biofilm no es detectable a simple vista y esto
lleva a que su control durante la limpieza sea deficiente principalmente
durante los meses del invierno (Carballo et al., 1999). El biofilm se forma
cuando los microorganismos forman un puente entre la superficie celular
con el sustrato, mediante: fimbrias, flagelos o exopolisacaridos. La mayoria
de las bacterias son capaces de sobrevivir frente a condiciones adversas
ambientales, asi como también pueden crecer en medios mal higienizados y
desinfectados (Sasahara y Zottola, 1993). Algunos géneros atrapados en €l
biofilm como es el caso de Ps. fragi permite el crecimiento y adhesion de
otros microorganismos patogenos para animales y humanos como por
ejemplo Listeria.

Es importante tener en cuenta que el agua con altas concentraciones
de sales de calcio y magnesio interfieren con el funcionamiento de los
detergentes y sanitizantes, lo que le infiere una mayor resistencia de los
biofilms bacterianos a los tratamientos de limpieza y sanitizados. (Resbani,
1997).

2.7.2.3 Contaminacion proveniente del ordefiador

Cuando el ordefie se realiza manualmente, es probable que las
operaciones del ordefiador destinadas a la limpieza del lugar den lugar a un
incremento de la contaminacién aérea en el entorno de la ubre. Por otra
parte el contacto de las manos puede originar una adiccion de
microorganismos a la leche. Los riesgos de contaminacion de la leche a
partir del ordefiador son mucho menores que los de las maquinas
ordefiadoras (Cousins y Bramley, 1987). El personal responsable de ordefio
no constituye desde el punto de vista cuantitativo una fuente importante de
contaminacion de la leche. Sin embargo, cualitativamente esta posibilidad
de contaminacion puede tener importancia. En ciertos casos se ha
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comprobado la presencia de gérmenes patogenos de origen humano en la
leche, como por ejemplo: Corynebacterium diphteriae (difteria),
Mycobacterium  tuberculosis ~ (tuberculosis), Streptococcus — pyogenes
(escarlatina), Salmonella (tifus, infecciones intestinales) (Champagne y
Goulet, 1991).

2.7.2.4 Contaminacion proveniente del agua

El uso de agua contaminada en la limpieza del tanque, maquina e
instalaciones, es una fuente muy importante de contaminacion. Muchas
veces el agua que se utiliza puede contener microorganismos de origen
fecal, por ejemplo coliformes, estreptococos fecales y clostridios. Ademas
pueden existir en ella una amplia variedad de organismos saprofitos
procedentes del suelo y de la vegetacion, entre los que cabe destacar
Pseudomonas spp., coliformes y otros bacilos Gram negativos y esporas de
Bacillus, etc. (Cousins y Bramley, 1987). Segin Cousin (1982), el agua es
una de las fuentes de psicrétrofos.

También es importante tener en cuenta que la dureza del agua puede
disminuir la eficiencia de los detergentes utilizados, lo que provoca que los
tratamientos de limpieza del tambo sea menos efectiva.

2.7.2.5 Contaminacién proveniente del ambiente

El aire por si solo como fuente de microorganismos tiene escasa
importancia con respecto a otras fuentes de contaminacion. Pero cuando se
suministran alimentos durante el ordefie, los alimentos pueden ser una
fuente de contaminacion del ambiente:

El forraje conservado en forma de heno es portador principalmente de
gérmenes esporulados: bacilos y clostridios. Los ensilados aportan bacterias
butiricas las cuales son perjudiciales para la elaboracion que quesos (Alais,
1985). Los concentrados suministrados durante el ordefio también pueden
incidir en la contaminacion de la sala de ordefie.
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2.8 EFECTO DE LA ESTACION CON RESPECTO AL TIPO DE
MICROORGANISMO PRESENTE EN LA LECHE.

Los resultados encontrados en la bibliografia indican que la
composicion de la flora microbiana presente en la leche puede variar a lo
largo del afio. Muir et al. (1979) citado por Suhren (1989), observaron que
los conteos totales en invierno y en verano eran similares, pero los conteos
de psicrétrofos en invierno fueron considerablemente mayores que los de
verano, a pesar de que la temperatura del tanque de frio fue mas baja en
invierno.

En un trabajo realizado en Canada, donde se estudio la calidad
microbiolégica en leche de cabra en 6 tambos, se vio que los conteos totales
de microorganismos aerobicos fueron mas altos durante los meses de mayo
a octubre y en el mes de julio los conteos totales de microorganismos
aerobicos presentaron un promedio de 6.4 x 10° UFC/ml. Este incremento
puede ser debido a una mayor temperatura ambiental durante el ordefie en
los meses de verano (Tirard-Collet et al., 1991).

Segin Kalogridou-Vassilladou et al. (1991), citado por Anifantakis
(1993), los conteos de mesofilos totales viables, Staphylococcus,
Micrococcus 'y Streptococcus, fueron significativamente mayores durante
los meses de mayo, junio y julio, mientras que los coliformes y los
microorganismos aerdbicos formadores de esporas presentaron niveles
mayores durante los meses de marzo y abril (estos datos fueron obtenidos
en el hemisferio norte).

En Uruguay los estudios realizados en leche de vaca en diferentes
estaciones del afio indican un predominio de psicrotrofos desde abril a
octubre y en los meses de junio y julio presentaron un mayor porcentaje de
del género Pseudomonas. En los meses de verano predominan el género
termodirico Microbacterium sin incidencia en el deterioro de la leche
(Bermudez et al., 2000). Segin Hull et al. (1992) citado por Viejo ( 2000) la
proporcién del género Microbacterium durante el invierno y verano es baja,
y no tiene capacidad para deteriorar la leche por no tener efectos
proteoliticos ni lipoliticos. Sin embargo, su importancia radica en sus
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condiciones de especie termodurica con 100% de supervivencia respecto a
otras especies termoduricas. Normalmente no se multiplican en forma
apreciable en la leche cruda, aun a temperatura ambiente, por lo cual su
presencia responde a la mala higiene de los equipos utilizados en el ordefie.

3.9 ALMACENAJE EN FRIO

La refrigeracion es sin duda el sistema de conservacion mas utilizado
en la produccién lechera. En los tambos ovinos y caprinos luego de
obtenida la leche, esta puede seguir diferentes caminos. Ser directamente
procesada en el propio establecimiento, vendida directamente COmo leche
fluida; o ser vendida a la industria como materia prima. Si la leche no es
procesada todos los dias 0 la recolecciéon no es realizada diariamente; €s
necesario la refrigeracion de esta leche. El almacenaje de la leche en tanque
de frio presenta ventajas y desventajas. Con respecto a las primeras: desde
un punto de vista técnico la aplicacion de bajas temperaturas 4 -6 °C)
permite conservar la calidad original de esa leche producida al evitar el
deterioro producto de un menor crecimiento de bacterias acido lacticas y
otros patdgenos; debido a que en condiciones de refrigeracion se reduce el
tiempo de generacion de los MiCroorganismos.

Debe quedar en claro que la refrigeracién no es una técnica que
mejora la calidad de la leche, solo produce una conservacion de la calidad
original a la entrada del tanque de frio. (Manfredini y Massari, 1989).

Desde el punto de vista econémico la refrigeracién permite reducir
los costos de transporte, debido a que no €s necesario una recoleccion
diaria. Es una practica en ciertos paises almacenar la leche en el tambo de 1
a 3 dias a bajas temperaturas para reducir los costos de recoleccion.

En cuanto a algunas desventajas podemos citar: este método de
conservacién produce un crecimiento selectivo de bacterias psicrotrofas.
Estas bacterias producen enzimas proteoliticas y lipoliticas (Driessen, 1983
citado por Picard et al., 1994). Muchas de estas enzimas extracelulares son
termorresistentes y soportan el proceso de pasteurizacién y UHT (Mottar,
1981 citado por Picard et al., 1994). Este efecto de las proteinasas afecta la
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vida util de los productos elaborados a partir de dicha materia prima
(Auclair y Lenoir, 1980 citado por Picard et al, 1994). Las hpasas y
proteasas, aun a bajas concentraciones son capaces de degradar la grasa y la
proteina respectivamente, provocando un sabor rancio y amargo en la leche,
y productos lacteos conservados en frio (Collins, 1981 citado por Silveira et
al., 1998). Estas proteasas pueden, atin en bajas concentraciones, hidrolizar
las proteinas de la leche causando un sabor amargo y gelificacion en la
leche UHT almacenada (Gomez, 1996 citado por Silveira et al., 1998).

La refrigeracion de la leche puede producir un incremento en la
forma soluble de las distintas fracciones de caseinas y las hace mas
susceptibles a la proteolisis (Cousin, 1989).

2.9.1 Efecto del almacenaje en frio en las propiedades fisicogquimicas

El almacenaje en frio provoca cambios en las propiedades
fisicoquimicas, éstos incluyen disociacién de las caseinas, especialmente -
caseina, de la micela (Creamer et al., 1977 citado por Raynal y Remeuf,
2000), solubilizacién del fosfato de calcio y una reduccion del tamafio de la
micela (Lenoir et al., 1974 citado por Raynal y Remeuf, 2000).

De los 4 tipos de caseinas, B-caseina es la que con mas facilidad se
solubiliza (Lenoir et al., 1974; Puhan, 1989 citados por Raynal y Remeutf,
2000). Ha sido demostrado que tanto la leche de oveja como la de cabra,
presentan dos formas de B-caseina, B; y B2. Segin O’Connor y Fox (1973),
citado por Raynal y Remeuf (2000), las diferentes formas de p-caseina
presentaban  distinto comportamiento de solubilizacion a bajas
temperaturas.

En un trabajo realizado por Raynal y Remeuf (2000), el contenido
inicial de B-caseina soluble a 20 °C fue mayor en leche de oveja y cabra que
en la leche de vaca y el incremento de caseina soluble a 4 °C fue menos
pronunciado con respecto a esta especie. Las concentraciones de caseina
soluble en leche fresca fueron mayores en leche caprina (1,99 g/l) y leche
ovina (2,44 g/l) con respecto a la leche bovina (1,77 g/l).
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Los cambios mas importantes observados por el almacenaje en frio
fueron observados en leche de vaca comparada con leche de oveja y cabra.
La concentracion de calcio soluble no fue afectada en leche de oveja, pero
aumento un 10% en leche de vaca y 7% en leche de cabra. Con respecto a
las caseinas, la leche de vaca presenta un aumento de un 300% en la
fraccién soluble de las caseinas; mientras que para leche de cabra el
incremento representé un 100% y en leche de oveja no se produjeron
cambios para un periodo de 48hs a 4°C (Raynal y Remeuf, 2000). La leche
ovina aparece como la menos susceptible al almacenaje en frio, ya que no
se encontraron cambios significativos tanto en la caseina como el calcio
soluble. Con respecto al tamafio de la micela esto autores no encontraron
evidencia de que el frio provoque una disminucion en el tamafio medio de
la misma. Estos resultados son similares a los obtenidos por Downey y
Murphy (1970); Puhan (1989), citados por Raynal y Remeuf (2000), para
leche bovina.

Raynal y Remeuf (2000), encontraron que las propiedades
fisicoquimicas y las propiedades de coagulacién de la leche de pequefios
rumiantes fueron sélo levemente modificadas por el almacenaje a 4 °C. Las
propiedades de leche ovina fueron practicamente inalteradas por el
almacenaje en frio. Esta aparente estabilidad de la leche de oveja, puede ser
explicada tanto por el comportamiento global que tal vez incluye fuertes
lazos en la micela o una diferente proporcién de calcio intercambiable o por
cambios tan pequefios que no aparecen como significativos cuando son
expresados como valores relativos. Como consecuencia, las propiedades de
cuajado de la leche de oveja permanecieron inalteradas. Mientras que para
leche de cabra se vio un pequefio incremento de la caseina y el calcio
soluble, pero las propiedades reoldgicas y el desuerado de la cuajada no
fueron alteradas. A partir de estos resultados concluyeron, que en contraste
con la leche de vaca, el almacenaje en frio de leches de cabra y oveja
tuvieron muy pocas consecuencias en la elaboracion de quesos.

2.9.2 Efecto del almacenaje en frio sobre la flora microbiana

La temperatura y la duracion del almacenamiento, la cantidad inicial
y el tipo de bacterias presentes y en menor medida, los sistemas naturales de
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inhibicién de la leche influyen en la multiplicacion de las bacterias que
tiene lugar en la leche almacenada (Cousins y Bramley, 1987). El frio
impide por ejemplo la germinacion de microorganismos esporulados
(Cromie, 1994). La conservacion de la leche a bajas temperaturas provoca
una seleccién de las bacterias psicrotroficas y en particular de algunas de
ellas como las Pseudomonas (Mahieu, 1991). En un trabajo realizado por
Bloquel y Veillet-Poncet (1980), encontraron que en leche de vaca
refrigerada a 4°C durante 4 dias, esta tiene una modificacion importante en
la composicién de la flora bacteriana original. Al 4 dia de almacenaje,
vieron una disminucion en la proporcion de especies mesofilas Gram
positivas y un aumento de manera significativa de la flora psicrotrofa Gram
negativas, 73% pertenecian al genero Pseudomonas. Las especies P.
fluorescens 'y P. putida son las que se identificaron en una mayor
frecuencia. ‘

Segin Silveira et al. (1998), los microorganismos psicrotrofos
representan menos del 10% de la flora inicial de la leche cruda, pero como
son capaces de crecer rapidamente durante el almacenaje en frio de la
leche, pasando a constituir un grupo dominante.

La calidad inicial de la leche a los 2-3 dias de almacenaje se ve
afectada por un aumento considerable de la flora psicrotrofa, st bien esto va
a depender de la temperatura, ya que existe un efecto directo de esta sobre
la duracién de la fase de latencia y el tiempo de generacion para cada
microorganismo (Pla et al., 1992).

2.9.3 Cambios bioquimicos causados por los psicrétrofos

Estos microorganismos pasaron a ser un problema en la leche con la
introduccion del almacenaje en frio en la granja. La mayoria son bacilos
Gram negativos, termolabiles que mueren durante la pasteurizacion. Sin
embargo sus enzimas extracelularmente pueden resistir el calor y degradar
importante constituyentes de la leche. Estas enzimas microbianas pueden
afectar la calidad de productos lacteos, causando y/o acelerando reacciones
fisicoquimicas y bioquimicas de deterioro durante el almacenamiento de la
leche (Cousin, 1989).
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Dichas enzimas (proteasas, lipasas y fosfolipasas) son segregadas por
estas bacterias al final de la fase exponencial y comienzo de la fase
estacionaria de la curva de crecimiento (Driessen, 1983 citado por Picard et
al., 1994). Segin Miranda y Grippon, (1986) citado por Picard et al. (1994),
esta segregacion posiblemente se deba a la lisis celular de dichas bactenas.
Por lo tanto el nimero de psicrotrofos no es un buen indicador de la
protedlisis en la leche, ya que esta depende no solo de la cantidad sino
también del tiempo y el tipo de cepa actuante (Picard et al., 1994). Segin
Adams et al. (1975), citado por Cousin (1982), un alto numero de
psicrotrofos no es necesario para producir una cantidad significativa de
enzimas termoestables. Sin embargo Puhan (1989), sostiene que para que
exista una actividad proteolitica debido a la accion de los microorganismos
psicrotrofos, es necesario conteos en el rango de 5x 10° a 10° para que la
degradacion de la caseina solubilizada en el suero sea significativa.

El efecto de la temperatura de crecimiento en la sintesis de proteasas
y lipasas extracelulares por psicrotrofos en leche depende de la especie
(Griffiths, 1990 citado por Silveira et al., 1998).

Dado los objetivos de este trabajo se va a hacer referencia
exclusivamente a la actividad proteolitica.

2.9.3.1 Degradacién de proteinas

Los cambios en la proteina de la leche como resultado del
crecimiento y/o la accion enzimédtica de los psicrotrofos son importantes
para mantener la calidad de la leche y sus productos conservados a bajas
temperaturas. La liberacién de varios compuestos nitrogenados o la
degradacién de fracciones individuales de proteina han sido observadas
durante estudios de proteolisis causados por enzimas psicrotroficas. Las
proteasas pueden atacar caseinas y proteinas del suero, provocando un sabor
amargo y la coagulacion de la leche (Cousin, 1982).

Las proteinasas son enzimas que actuan en las proteinas causando su

ruptura y transformacion en péptidos de menor tamafio. Un claro ejemplo es
la produccion de la para-k-caseina a partir de la k-caseina (Cousin, 1989).
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Segiin McKellar, la produccién de proteinasas por P. fluorescens es
alta a 20 °C, mientras que Juffs et al. (1968), citado por Mottar (1989);
encontr6 un descenso en la produccion de proteinasas cuando la
temperatura de incubacion bajaba de 20 a 5 °C. Las proteinasas producidas
por Pseudomonas son mayormente activadas en rangos de temperatura
entre 37 y 45 °C. Stepaniak et al. (1982), citado por Mottar (1989), encontrd
que algunas proteinasas producidas por P. fluorescens mantuvieron
aproximadamente el 30% de su méaxima actividad a 7 °C y el 16% a 4 °C.
Las proteinasas producidas fueron muy estables y luego de tres meses de
almacenamiento de cultivo, leche o productos a temperatura ambiente, s€
encontr6 una actividad considerable de proteinasas producidas por
Pseudomonas. En la tabla 6 se muestran las principales bacterias
productoras de proteinasas termorresistentes.

Analisis electroforéticos de caseinas hidrolizadas revelaron que laBy
a-caseina fueron atacadas preferentemente por las proteasas psicrotroficas
(Cousin, 1982). Las fracciones o5y B-caseina son degradadas por los
diferentes microorganismos psicrotrofos, pero la selectividad y el grado de
degradacion difiri6 entre estos (Cousin, 1982). En general la B-caseina es
degradada en mayor grado que la as-caseina por los diferentes
microorganismos psicrétrofos (Cousin, 1982). La as y B-caseina aisladas de
la micela fueron mas susceptibles a la protedlisis que cuando éstas se
encontraban formando parte de la estructura micelar. Cuando la temperatura
fue mas baja la B-caseina fue mas susceptible a la proteolisis y la os-caseina
fue mas susceptible cuando la estructura micelar fue afectada por la
remocién del fosfato de calcio coloidal (Fox y Guiney, 1973 citado por
Cousin, 1982).
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Tabla 6. Bacterias productoras de proteinasas termorresistentes.

P. fluorescens Achromobacter spp.
P. putida Flavobacterium spp.
P. fragi Aeromonas spp.

P. putrefasciens | Serratia marcescens
(Mottar, 1989)

También, especies de Bacillus, Micrococcus, Lactobacillus,
Aeromonas, Alcaligenes y Cytophaga han sido estudiadas por la produccion
de enzimas proteoliticas pero menos frecuentemente (Cousin, 1989).

La degradacion de las proteinas del suero por psicrotrofos ha sido
menos observada. "

2.9.3.2 Efecto de la degradacién en la micela de caseina

Varias investigaciones sugieren que K-caseina €s preferencialmente
hidrolizada por las proteinasas de los distintos tipos de microorganismos
psicrotrofos, especialmente aquellas producidas por Pseudomonas spp. Esto’
seria 16gico ya que la k-caseina se encuentra ubicada en la superficie de la
micela y estaria mas disponible para una degradacion inicial. La k-caseina
es degradada por las proteinasas en 2 péptidos, el glucomacropéptido (aa
106-169) que sale de la micela porque es hidrofilico y soluble, y la para-k-
caseina (aa 1-105) que permanecen en la micela porque es hidrofébica
(Cousin, 1989).

La B-caseina y os-caseina estan protegidas de la protedlisis por la x-
caseina, pero la micela de caseina tiene poros, por los cuales podrian
ingresar las proteinasas y degradar preferencialmente 0,1, G2, © 3-caseina.
Una vez que la x-caseina fue removida, B-caseina y os-caseina quedan
expuestas a la accion de las proteinasas (Cousin, 1989).

Los resultados de diversos estudios que se han realizado sobre la
degradacién de caseina por proteinasas psicrotroficas muestran, que K, By
o -caseinas son preferencialmente degradadas, dependiendo de que
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microorganismo proviene dicha proteinasa. Mucho de estos estudios
indican que k-caseina es degradada en primera instancia, esto puede
deberse a que la k-caseina se encuentra ubicada en la superficie de la
micela, lo cual la hace mas susceptible a la accion de las proteinasas
psicrotroficas. Esta degradacion puede tener implicancias en el uso de esta
leche para la elaboracion de quesos, donde la k-caseina es esencial en la
formacion de la cuajada. La degradacion de By 0s1-caseinas también

pueden afectar la elaboracion de quesos y otros productos lacteos (Cousin,
1989).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo fue generar conocimientos
relacionados con la calidad microbiolégica de leche ovina y caprina
almacenada en tanque de frio, y el efecto del tiempo en el deterioro de la
fraccion de caseina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Evaluar el grado de contaminacion bacteriana (UFC/ml) de la leche
almacenada en tanque de frio por 96 h.

= Aislar e identificar los géneros de psicrotrofos predominantes
durante el periodo de lactancia.

» Analizar el deterioro de las caseinas por electroforesis durante los 4
dias de almacenaje en tanque de frio.
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4. MATERIALES Y METODOS

La obtencién de muestras se realizd en el tambo de la estacion
experimental del INIA, Las Brujas (Canelones) y el trabajo de analisis
microbiologico se proceso en el laboratorio de la Unidad de Tecnologia de
Alimentos de la Facultad de Agronomia, mientras que la técnica de
electroforesis se efectud en laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Veterinaria.

4.1 PERIODO Y FRECUENCIA DE MUESTREO

El periodo de muestreo se extendi6 desde octubre del 2000 a marzo
del 2001. La frecuencia de muestreo fue de 4 dias seguidos, cada 14 dias.

4.1.1 Toma de muestras

Las muestras fueron obtenidas asépticamente de los tanques de frio,
en recipientes de plastico de 50 ml., previamente esterilizados a 121 °C
durante 15 minutos. Estas fueron transportadas al laboratorio en
condiciones de refrigeracién y procesadas inmediatamente después de su
arribo.

4.2 ESTUDIO MICROBIOLOGICO

4.2.1 Analisis microbiolégico

Las muestras antes de ser procesadas fueron homogeneizadas en
Vortex a 35 °C. Se realizd el método de conteo viable en placa por
diluciones seriadas decimales en tubo (107 a 10° ) utilizando 9 ml de
solucién salina fisiologica (0,85 CINa, p/v). Las muestras preparadas fueron
transferidas a placas de Petri por el método de siembra en superficie, con
distintos medios de cultivos, con el propdsito de:

e Conteo de mesofilos aerobios totales sobre Agar Caseina (1%)

o Conteo de enterobacterias, sobre Agar Mac Conkey

e Conteo de Staphylococcus, sobre Agar Sales Manitol
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Se incubaron durante 48 horas a 37 °C.
e Conteo de psicrotrofos en Agar Caseina
Se incubaron por un periodo de 10 dias a 7 °C.

Luego de cumplido los plazos establecidos se procedia al recuento de
bacterias viables (UFC/ml).

4.2.2 Aislamiento e identificaciéon

Se realizaron aislamientos de las colonias caracteristicas en el medio
de cultivo ASM por fermentacién del manitol. Se realizo tincion de Gram
de las colonias seleccionadas, los aislamientos presuntivos ‘pertenecientes al
género Staphylococcus se sometieron a pruebas bioquimicas primarias y
secundarias para la identificacion de las cepas.

Las cepas psicrotrofas aisladas a partir de Agar Caseina, se
identificaron a partir de pruebas bioquimicas primarias y secundarias,
complementando los mismos con los resultados obtenidos por pruebas
comerciales. Las colonias también se transfirieron al medio Agar King B
para la deteccion de cepa productoras pigmentos, detectados con luz
ultravioleta. '

Los test anteriores basados en Mac Faddin (1990), Koneman y col.
(1989), Blake y col. (1995), King y col. (1954), Craven (1992), se
complementaron con la informacién obtenida con otros métodos como son:
API 20E, API20EN, APISTAPH, BBL cristal NF, BBL cristal G+.
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Figura 1 Diagrama del procedimiento para el analisis de las muestras

EXTRACCION DE MUESTRAS LECHE DE
~ CABRA Y OVEJA DE TANQUE DE FRIO

!

AISLAMIENTO DE CEPAS DE BACTERIAS
MESOFILAS Y PSICROTROFAS
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4.3 ELECTROFORESIS EN GEL

Reactivos Gel separador | Stacking (§%)

H,O destilada 4.9 ml 2.7 ml
Mezcla de acrilamida/bisacrilamida 30% 6,0 ml 0,67 ml
Tris 1,5 M (pH 8, 8) 38ml | e
Tras LOM@PH68) | eemeeeem 0,5 ml
SDS 10% 0,15 ml 0,04 ml
Persulfato de amonio 10% 0,15 ml 0,04 ml
TEMED 0,006 ml 0,004 ml
Buffer de corrida, pH 8,3 (x5)

e Tris 15¢g

e Glicina g

e SDS 5¢g

e Agua bidestilada desion. csp 100 mi

En el momento de usar, se diluyeron 200 ml del buffer 5x en 800 ml de

agua destilada.

Buffer de muestra (sample buffer), pH 6,75 (x2)

Tris

Glicerol

SDS

B-mercaptoetanol

Azul de bromofenol

Agua bidestilada deston. csp.

e o o o o

Preparacion de las muestras:

1,51 g
20 ml
4g
10 ml

- 005¢g

100 ml

A 10 pl de cada muestra de leche se le adicionaron 140 ul de agua
destilada, y 150 pl de buffer de muestra
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Condiciones de corrida:

El deterioro de la leche de cabra y oveja obtenidas en los 4 dias de
almacenamiento en tanque de frio se evaluaron por electroforesis en gel,
SDS-PAGE al 12% por 1 hora, a temperatura ambiente, a 150v utilizando
un equipo Miniprotean II (BIO-RAD). Los geles polimerizados se
sembraron antes de la corrida con las muestras pretratadas y lo estandares
de caseinas.

Luego de la corrida, los geles se sumergieron por un minimo de 3
horas en la solucién de tincion, compuesta
por:
Acido acético 10%
Metanol 50%
Agua 40%
Azul Coomasie 0,2 (conc. final).

Transcurrido el tiempo sefialado anteriormente, el gel fue destefiido
por lavados sucesivos con la siguiente solucion de:
e Acido acético 80 ml
e Alcohol 250 ml
e Agua 650 ml

Los geles se conservaron en esta solucién hasta el momento de
secado, el cual se realizo con un secador de geles BIO-RAD modelo 583
(Robyt y White, 1990).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ANALISIS DEL CONTEO BACTERIANO

En la tabla 7 se presentan los resultados obtenidos de los recuentos
promedios bacterianos en leche de cabra y oveja en el periodo Octubre-

Marzo.

Tabla 7. Promedios de recuentos mesofilos aerobios y psicrotrofos en leche
de cabra y oveja almacenada en tanque de frio.

Cabra
Aerobios mesdfilos

Psicrotrofos

Oveja
Aerobios mesdfilos

Psicrétrofos

Grupos bacterianos  Dia ™

WO e - W N e

W N -

W N -

4

1,2 x 10°
1,3 x 10°

1,8 x 10°
48 x 10°

2,3x10°
2,8x10°
1,1 x 10°
3,6 x 10°

40x10°
56x10°
7,7 x10°
1,0 x 10°

2,6x 10*
7,0 x 10*
9,0 x 10*
9.0 x 10°

3,0x 10°
3,2x 10°

3,7x 10°
48x 10°

1,0 x 10°
4,4 x10°
3,0x 10°
44x10°

97 x 10°
3,2 x 10°
3,7x 10°
3,8x10°°

1,4x 10
2,0 x 10
1,3x 10°
1,6 x 10°

Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero

2,1x10°
2,2 x 10°

2,3 x10°
4.2 x 10°

3,0 x 10*
2,4 x 10°
5,8x10°
6,8 x 10°

8,5x 10°
9.1x 10°

1,1x 10°

1,4 x 10°

1,5 x 10°
1,2 x 10*
2,0x10*
3,0 x 10*

Recuento Celular (UFC/ml)

1,5x10° 1,0 x 10°
1,8 x10° 1,0 x 10°
33x10° 1,5x10°
59x10° 5,5x10°

4,4 x10% 3,0x10*
30x10° 1,3x10°
43x10° 22x10°
55x10° 2,8x10°

1,0 x 10° 8,0x 10°
1,1x10° 9,1x10°
1,3x10° 1,2x10°
4,9x10° 1,6 x 10°

18 x10* 1,3 x10*
2,5x10* 6,0x10°
5,0x 10* 8,0x 10°
6,7 x 10* 2,0 x 10*

1,1x 10°
1,1 x 10°
1,1x10°
5,4 x 10°

1,0 x 10°
2,9x10°
42x10°
1,8 x 10°

74x10°
5,0 x 10°
6,5x 10°
2,9 x 10°

1,5x10°
1,9x 10°
1,2x10*
1,6 x 10°

*=_ dias de almacenamiento en el tanque de frio
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Los conteos de mesofilos aerobicos realizados en leche de cabra
durante el primer dia de almacenamiento en el periodo muestreado, siempre
fueron mayores o iguales a 1 x 10° UFC/ml. Mientras que para leche de
oveja, fueron siempre menores en dicho periodo; sélo en el mes de enero se
alcanzo un nivel de 1x 10° UFC/ml.

Figura 2. Conteo de meséfilos totales viables en leche ovina almacenada en
tanque de frio. '
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Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo
MESES

El maximo conteo de meséfilos en ambos tipos de leche se presento
en el mes de enero a los 4 dias de almacenaje. En un trabajo realizado por
Tirad-Collet, et al. (1991), ellos atribuyen como una posible causa de este
incremento a la mayor temperatura ambiental durante el ordefie en los
meses de verano. En este mes el cuarto muestreo se realiz6 con dias previos
de lluvia y temperaturas méaximas entre 31 a 32° C.

En la Figura 2 se observa un marcado aumento de mesofilos en leche

ovina en el mes de noviembre al igual de lo que ocurre en leche caprina
(Figura 3) esto se debié a que dos dias antes de la extraccion de muestras
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llovio 33.5 mm, afectando de esta manera el conteo de bacterias al 4° dia de
almacenaje.

Los menores conteos iniciales de mesofilos para ambos tipos de leche
fueron en el mes de febrero, esto podria deberse a que no llovio en el
periodo de muestreo a pesar de que en el mes de febrero los niveles de
precipitaciones fueron mayores que en enero, 172 mm vy 139 mm
respectivamente; en cuanto a las temperaturas maximas registradas durante
el mes de febrero en los dias que se realizo el muestreo, se ubicaron entre
32y33,8°C.

Los recuentos de meséfilos aerobios al 4° dia de almacenaje durante
el periodo de lactancia en leche caprina (Figura 3), se situaron entre 4,2 x
10° y 5,9 x 10° UFC/ml. Mientras que en leche ovina, los valores se
encontraron entre 1 x 10°y 4,9 x 10° UFC/ml. En todos los casos fue
superior el conteo para leche de cabra como se indica en la Tabla 7, para
esto hay que considerar la influencia de los sistemas inhibitorios propios de
la leche y la duracién de su efecto en la microflora.

En la Figura 2 y 3 se observa en ambos tipos de leche en el mes de
marzo un aumento considerable de meséfilos y psicrotrofos a los 4 dias de
almacenaje en frio. Esto Gltimo se podria atribuir a un periodo de
precipitaciones en los dias previos a la obtencién de muestras
correspondientes al 4° dia de almacenaje (segun metodologia planificada).
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Figura 3. Conteo de mesofilos totales viables en leche caprina almacenada
en tanque de frio.

7,0E+06
6,0E+06

5,0E+06

Bdia1
Edia 2
Odia3
Odia4

4,0E+06

UFC/mi

3,0E+06

2,0E+06 ;

1,0E406 1=

0,0E+00 4+~

Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo
MESES

Se debe considerar que un porcentaje de bacterias mesdfilas aerobias
pertenecen a un grupo de microorganismos que son indicadores de
condiciones higiénico-sanitario de produccion y manejo, y que su presencia
en numero alto indican riesgos sanitarios y también incremento del
contenido enzimatico (proteolisis y lipolisis). Esto ultimo probablemente
conduzcan a problemas tecnologicos en la elaboracion de productos lacteos,
como son: disminucion de rendimiento quesero, sabores amargos y rancios.

En la Tabla 7 se detallan los conteos de psicrotrofos, en el primer dia
en la leche de cabra en todos los muestreos presentaron valores mayores
con respecto a la leche de oveja. Los porcentajes mas altos de la flora
psicrotrofa con respecto a los conteos totales se presentaron durante el mes
de octubre. Al 4° dia de almacenaje los niveles para leche de cabra fueron
28 x 10° a 3,6 x 10® UFC/ml y para leche de oveja los mniveles de
psicrotrofos fueron mas bajos, de 2,0 x 10* a 1,6 x 10° UFC/ml (figura 4 y
5).
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Figura 4. Conteo de psicrotrofos en leche ovina almacenada en tanque de
frio.
1,8E+05 -
1,6E+05
1,4E+05

1,2E+05 +

Edial
2 1,0E+05 W dia2
{-z b Odia3
> 8,0E+04 Odiad
6,0E+04 + -
e : e P i : S i
4.0E+04 , ] - ; j}; 5 . 2 = wm‘t R B x % : %ﬂ* i :
2,0E+04 4 - e = 2
0,0E+00 i «‘ :.r,‘, i 7 i “
Octubre Noviembre Diciemb Enero Febrero Marzo

MESES

En la Figura 4 se indica que los conteos de psicrotrofos fueron bajos
en leche ovina desde diciembre a febrero con cuatro dias de
almacenamiento, mientras que en los restantes meses, las temperaturas mas
bajas podrian haber incidido en el incremento de éstos a los cuatro dias de
almacenaje.

En los meses de febrero y marzo el conteo de enterobacterias y
Microbacterium se incremento, disminuyendo el conteo de psicrotrofos en
los 2 tipos de leche en relacién a los meses anteriores.

El recuento de psicrétrofos a lps 4 dias de almacenaje en leche
caprina supera a los de leche ovina, el porcentaje de éstos en relacion a la
presencia de mesofilos totales fue: en el mes de octubre 9 y 5,5 % en el mes
de marzo en las muestras de leche ovina, y de 75 y 33 % respectivamente en
leche caprina. El mayor porcentaje de microflora psicrotrofa en leche
caprina es al inicio de la lactancia, las especies bacterianas predominantes
en este periodo presentaron alta actividad proteolitica hasta el mes de
diciembre.
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Figura 5. Conteo de psicrétrofos en lecheéprina almacenada en tanque de
frio.
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Los niveles de psicrotrofos en leche de cabra a partir del mes de
noviembre aumentan considerablemente a partir del segundo dia de
almacenaje. En el mes de marzo con cuatro dias de almacenaje el conteo de
los mismos en leche comienza a aumentar (Figura 5) y en este caso la
variacién de temperatura y lluvia influy6 en la seleccion de la microflora
actuante.

5.2 ANALISIS DE LOS CONTEOS DURANTE LA LACTANCIA
De los conteos obtenidos a lo largo de la lactancia se realizé el

promedio para las 24, 48, 72 y 96 hs. de almacenaje. Con los valores
obtenidos se graficaron y se obtuvo la ecuacion de regresion.

41



Figura 6 Promedio de conteos durante la lactancia de mesofilos totales en
leche caprina.
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Si comparamos la pendiente de la ecuacion de regresion de la figura 6
con la de la figura 7, podemos ver que tanto para leche de cabra como para
leche de oveja, dicho valor es similar. Por lo que para ambos tipos de leche
la tasa de aumento en el niimero de meséfilos totales es igual. Sin embargo
si vemos la cantidad inicial de microorganismos totales presentes, en la
leche de cabra el grado de contaminacién inicial es mayor con respecto a
leche de oveja. La menor carga microbiana inicial de la leche de oveja
podria ser debido a las propiedades intrinsecas de esta leche en inhibir el
crecimiento microbiano. La mayor contaminacion inicial en leche de cabra
puede haber sido afectada por la rutina de ordefio realizada en el tambo
donde se ordefian primero a las ovejas y luego a las cabras.
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Figura 7 Promedio de conteos durante la lactancia de mesofilos totales en
leche ovina.
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Con respecto a la flora psicrotrofa (figuras 8 y 9) podemos ver que
existen diferencias tanto para la tasa de crecimiento como para el nivel
inicial de microorganismos presentes en ambos tipos de leche. La leche de
cabra presenta un tasa de crecimiento mayor que la leche de ovejay a su
vez el grado de contaminacion inicial también es mayor en este tipo de
leche. La menor tasa de crecimiento que se evidencia en la leche de oveja
puede ser atribuida a la mayor actividad del sistema lactoperoxidasa en
dicha leche (Alichanidis y Polychroniadou, 1996) el cual tiene un efecto
bactericida sobre los microorganismos Gram negativos.
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Figura 8 Promedio de conteos durante la lactancia de psicrotrofos en leche
caprina.
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Figura 9 Promedio de conteos durante la lactancia de psicrétrofos en leche
ovina.

y=0270L+ 3,868 LECHE DE OVEJA
R?=0,9863

5,5

o

log UFC/ml
”3 W

44



5.1.1 Géneros de bacterias psicrétrofas de leche ovina y caprina
refrigerada

La leche de cabra fue mas sensible al deterioro enzimatico,
predominando los géneros de bacterias psicrétrofas con alta actividad
proteolitica. En el mes de octubre al 4" dia de almacenaje, el nivel de
psicrotrofos llegd a representar el 75 % de la flora microbiana total,
mientras que el nivel de enterobacterias disminuyo.

En los meses de octubre a noviembre las especies predominantes
fueron Pseudomonas fluorescens 'y Pseudomonas fragi 45 %),
Enterobacter aerogenes (10 %) y Acinetobacter (15 %) con alta actividad
proteolitica en leche de cabra. En diciembre aunque el nivel de psicrotrofos
fue mayor que en el mes de noviembre las especies bacterianas
predominantes en este periodo no tienen alta actividad proteolitica a los tres
dias de almacenamiento.

La actividad proteolitica detectada en leche de oveja es menor a la
presentada en leche caprina en los meses de octubre a noviembre,
predominando los géneros Pseudomonas (35 %) y Enterobacter (10 %) con
menor conteo de psicrétrofos en el tanque de frio.

5.2 DEGRADACION DE CASEINAS

En la Figura 10 se observan los geles de electroforesis en los
diferentes meses de lactancia para leche de oveja y cabra. Se puede
observar que luego de 72 h de almacenamiento en tanque de frio hay un
deterioro de las diferentes fracciones de caseinas. La actividad proteolitica
desarrollada por bacterias psicrotrofas en leche de cabra en los meses de
octubre y noviembre con 3 y 4 dias de almacenaje en frio fue alta debido al
incremento del recuento de este tipo de microorganismos en ese periodo. La
fraccion que fue mas fuertemente degradada en estos meses fue la x-
caseina. Esto podria deberse a que k-caseina es mas susceptible a una
degradacion inicial por las proteinasas de los distintos tipos de
microorganismos psicrotrofos ya que se encuentra ubicada en la superficie
de la micela (Cousin, 1989).
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Cuando se almacena a bajas temperaturas las cantidades de -caseina
disociada de la micela aumentan en leche de cabra, mientras que en leche de
oveja los niveles de B-caseina soluble permanecen constantes por el efecto
del frio (Raynal y Remeuf, 2000). Las bajas temperaturas en el tanque de
frio provocan un aumento en los niveles de caseina soluble en leche caprina
haciéndola mas susceptibles a la proteélisis microbiana. El frio también
provoca un aumento en los niveles de Calcio soluble en leche caprina, lo
cual podria hacer mas susceptible a las os-caseina ya que la estructura
micelar se ve alterada.

En la Figura 10 se observan los geles de electroforesis con muestras
de leche refrigerada durante 4 dias, a continuacion se detallan:

a,B,x = caseina estandar
1,2,3,4d = dias de almacenamiento de leche en tanque de frio
? = deterioro de caseinas por enzimas en tanque de frio

Figura 10 Estudio de deterioro de caseinas por electroforesis en leche ovina
y caprina durante 4 dias de almacenaje en el tanque de frio a lo largo de la
lactancia.

En la Figura A se
observa el deterioro en
la leche ovina, el mismo
se evidencia al 4° dia;
mientras que en la leche
caprina ocurre a partir
del 3¥  dia de
almacenamiento.
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En la Figura B se
observa un cierto grado
de protedlisis en leche
ovina al 4° dia en el mes
de noviembre, mientras
que en leche caprina
ocurre lo mismo que en
el mes anterior.

En la Figura C, la flecha
indica un marcado
deterioro de las caseinas en
leche de cabra a partir del
4° dia de almacenamiento.
En leche ovina a partir de
este mes no se detectdé un
grado de proteolisis
importante.

En la Figwa D, los
analisis por electroforesis
presentan resultados
similares al mes anterior.



En las Figuras F y G se
observan que en la
leche caprina y ovina
luego de 96 hs. en el
tanque, no se
presentaron importantes
cambios por el efecto de
almacenaje (protedlisis).

La leche caprina fue mas susceptible a la protedlisis como se
evidencia en los distintos geles. En el mes de noviembre se comienza a
observar cierto grado de protedlisis a partir de las 72hs. Mientras que en los
meses de diciembre y enero se observa recién al 4* dia de almacenaje.

En la leche ovina el deterioro por actividad proteolitica se comienza a
observar al 4° dia, con degradacion en k-caseina. Esta menor actividad
podria deberse como ya fue citado anteriormente a que la leche ovina
presenta una elevada resistencia a la proliferacion de bacterias en las
primeras horas y que se puede atribuir en parte a su alta actividad
inmunolégica. La leche de oveja presenta el doble de minerales que la leche
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de vaca y por lo tanto desarrolla una capacidad tampon mayor (Assenat,
1991).

Para ambos tipos de leche la degradacion enzimética de las caseinas
se correspondié con el siguiente orden x>o>p. En el caso de almacenar en
el tanque de frio por 3 o 4 dias se debe considerar que en la leche caprina
hay un deterioro importante en la fraccion k-caseina en los primeros meses
de lactancia a partir de las 72 hs. de almacenamiento.

En la leche ovina se observé un deterioro de las fracciones de
caseinas en los 2 primeros meses de produccion lactea luego de haber
permanecido 96 hs. en el tanque de frio. A partir del mes de diciembre los
géneros bacterianos predominantes son termoduricos y fueron identificados
como Microbacterium. Este género se caracteriza por no desarrollar una
actividad proteolitica importante en la leche.
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6. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion permitié realizar consideraciones
que pueden conducir a mejorar la calidad quimica de la leche caprina y
ovina en relacion a la actividad microbiana y el tiempo de almacenaje en
tanque de frio.

Los resultados indican que en el periodo de lactancia en ambos tipos
de leche el recuento de mesofilos aerobios varié considerablemente, el
maximo conteo se registro en el mes de enero al 4° dia de almacenaje. Esto
podria ser explicado por una mayor temperatura ambiental durante el
ordefie y asociado a esto una mayor oscilacion de la temperatura de la leche
en el tanque debido a un aumento en el tiempo necesario en alcanzar la
temperatura optima de refrigeracion (4 ° C).

La composiciéon de la flora microbiana presente en ambos tipos de
leche no fué homogénea a lo largo de la lactancia. En los meses de octubre
a noviembre, la leche caprina a las 96 hs en el tanque de frio las especies
predominantes fueron Pseudomonas fluorescens 'y Pseudomonas fragi (45
%), Enterobacter aerogenes (10 %) y Acinetobacter (15 %) con alta
actividad proteolitica. En diciembre aunque el nivel de psicrotrofos fue
mayor que en el mes de noviembre las especies bacterianas predominantes
en este periodo no producen deterioro proteolitico a los tres dias de
almacenaje.

La actividad proteolitica detectada en leche de oveja es menor a la
presentada en leche caprina en los meses de octubre a noviembre,
predominando los géneros Pseudomonas (35 %) y Enterobacter (10 %) con
menor conteo de psicrotrofos en el tanque de frio.

La actividad proteolitica desarrollada por mesofilos aerobios se
detecta solo en el mes de enero en leche de cabra, mientras que en la leche
de oveja no se evidenci6. Esto ultimo se puede explicar por los géneros
bacterianos predominantes en ambas especies y también debido a la mayor
actividad inhibitoria natural de la leche ovina.
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Los recuentos de mesofilos aerobios al 4° dia de almacenaje durante
el periodo de lactancia en leche caprina , fueron entre 4,2 x 10°y 5.9 x 10
UFC/ml. Mientras que en leche ovina, los valores se encontraron entre 1
x 10%y 4,9 x 10° UFC/ml.

Los conteos de psicrotrofos al 4° dia de almacenaje en leche de cabra
en tanque de frio fueron de 2,8 x 10° a 3,6 x 10° UFC/ml y para leche de
oveja los niveles de psicrotrofos fueron de 2,0 x 10° a 1,6 x 10°. Los
porcentajes de estos en relacién a los mesofilos totales fueron mas altos en
los meses de octubre y marzo en ambos tipos de leche.

Los conteos totales (mesofilos y psicrotrofos) realizados al 4° dia
durante el periodo de muestreo, fueron superiores en leche de cabra con
respecto a leche de oveja, esto podria explicarse por la alta actividad
inmunolégica y al poder buffer propia de esta leche.

Los resultados indican que en los meses comprendidos entre octubre
y diciembre en la leche de oveja el deterioro proteico se evidencia al 4° dia
de almacenaje con degradacién de la x-caseina. Mientras que en leche de
cabra durante los primeros meses de lactancia, la actividad proteolitica se
evidencia a partir de las 48 hs en el tanque de frio, y durante los meses de
verano el deterioro se detecta luego de trancurridas 72 hs de refrigeracion.

La degradacion enzimatica de las caseinas se correspondié con el
siguiente orden k>o>B. Las fracciones de caseinas detectadas por
electroforesis en ambas especies disminuyeron y en algunas ocasiones hubo
una desaparicién de las bandas lo que indica un deterioro en la composicion
caseinica de la leche, como fue el caso de la x-caseina caprina en los
primeros meses de lactancia a partir de las 72 hs. de almacenaje en tanque
de frio. Esto es de importancia en la elaboracion de productos lacteos (por
ej. quesos). La importancia de mantener la integridad de las micelas de
caseina se refleja en un mayor rendimiento quesero.

De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda refrigerar la
leche caprina y ovina méaximo 48 hs. Este tiempo puede incrementarse
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hasta las 72 horas dependiendo de la estaciéon del aifio, condiciones
ambientales particulares del afio en cuestion y el manejo general del tambo.

El analisis de los resultados de la frecuencia de microorganismos

predominantes durante el periodo de lactancia indican el efecto estacional y
de el manejo sobre la calidad de la leche ovina y caprina.
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7. RESUMEN

Los objetivos generales del presente trabajo fueron: abordar los
aspectos relacionados con la calidad microbiologica de leche de oveja y
cabra almacenada en tanque de frio por un periodo de 96 hs.; y el efecto de
los microorganismos sobre la fraccion caseina. La muestras fueron
obtenidas asépticamente de los tanques de frio en el tambo del INIA, Las
Brujas (Canelones). El periodo de muestreo se extendio desde octubre a
marzo y la frecuencia de muestreo fue de 4 dias seguidos, cada 14 dias. Las
muestras se transportaron refrigeradas y se le determinaron recuentos por
por el método de dilucion en caja (UFC/ml) la presencia de mesofilos
aerobios (MC, ASM y PCA) y psicrotrofos (A. Caseina). Se identificaron y
asilaron cepas bacterianas mesofilas y psicrotrofas mediante pruebas
bioquimicas primarias y secundarias (API 20E, API20EN, APISTAPH,
BBL cristal NF, BBL cristal G+), produccion de pigmentos en medios
selectivos. También se estudio el deterioro de las caseinas por electroforesis
en gel (SDS-PAGE) durante los 4 dias de almacenamiento. La flora
microbiana presente en ambos tipos de leche no es constante a lo largo dela
lactancia, y los méaximos conteos ocurrieron durante el mes de enero al 4°
dia de almacenaje. En todos los casos los conteos para leche de cabra fueron
superiores a los de leche de oveja. Durante la primavera las especies
predominantes fueron Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas fragi (45
%), Enterobacter aerogenes (10 %) y Acinetobacter (15 %) con alta
actividad proteolitica en leche de cabra. En diciembre las especies
bacterianas predominantes no tienen alta actividad proteolitica a los tres
dias de almacenamiento. Mientras que en leche de oveja la actividad
proteolitica detectada es menor a la leche caprina durante la primavera,
predominando los géneros Pseudomonas (35 %) y Enterobacter (10 %) con
menor conteo de psicrotrofos en el tanque de frio. Durante el verano
predominan termoduricos como Microbacterium y Enterobacter en leche de
oveja y cabra. Con respecto a la degradacion enzimatica en las caseinas es
k>o>P a partir del primer ordefie y a las 96 hs. de almacenamiento en
tanque de frio para ambos tipos de leche, la k-caseina es deteriorada con
mayor rapidez. La conservacion de la leche en ambas especies durante los
dos primeros dias es adecuada y posteriormente (3-4 dias) el incremento de
psicrotrofos determina una disminucion en la vida util.
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