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1. INTRODUCCION

El control del deterioro de la leche por microorganismos, durante el periodo previo a la
industrializacion afecta en forma importante las caracteristicas de calidad de la materia
prima, y sus consecuencias pueden ser medidas en el rendimiento quesero, la presencia de
sabores indeseables y la inconsistencia (duracion, estabilidad, solidez) del producto.

Estos microorganismos pueden ser controlados por diferentes métodos, y uno de ellos es
activando el sistema inhibitorio natural (Lactoperoxidasa) presente en la leche cruda. Los
estudios sobre el tema comenzaron en Cuba en el afio 1972. El principio de activacion del
sistema fue aprobado y recomendado en el XX Periodo de Sesiones por la Comision del
CODEX ALIMENTARIUS FAO-OMS desde 1991.

Los trabajos desarrollados en la Unidad de Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de
Agronomia, en relacion a la calidad microbiologica de la leche bovina, caprina y ovina
sefalan los importantes efectos en las subfracciones caseinicas sobre las diferentes leches
estudiadas bajo condiciones de conservacion en frio. Estos aspectos pueden ser diferentes
de acuerdo a la especie productora de la leche, puesto que en bovinos es rutinaria la
recoleccion cada dos dias, mientras que en ovinos y caprinos se realiza dos veces por
semana, lo cual refleja la importancia de métodos de conservacion en las diferentes
especies.

Por lo antedicho, uno de los posibles impactos de la activacion del Sistema
Lactoperoxidasa (SLP) es la posibilidad de mantener la leche en el tambo por mas dias sin
ser recogida, sin que los recuentos de microorganismos aumenten en forma importante, y
deterioren la misma. Esto implicaria una materia prima para la industria de mejor calidad,
lo cual permite una seleccion mas exhausta para la fabricacion de lacteos de excelente
calidad o para productos que requieren mucho tiempo de almacenamiento.

En este trabajo se pretende conocer la variacion del SLP en leche de cabra, vaca y oveja en
distintos momentos del afio, lo cual nos permitiria contar con una herramienta util para
poder tomar decisiones en cuanto a la activacion del mismo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes

En 1967, el Cuadro FAO/OMS de expertos en la calidad de la leche lleg6 a la conclusion
de que el empleo de peroxido de hidrogeno tal vez fuera una alternativa aceptable en las
primeras fases de una industria lechera organizada, siempre y cuando se cumplieran
ciertas condiciones. No obstante, este método no obtuvo satisfaccion general, dado que
presenta varias desventajas: dificil dosificacion en pequeiios volimenes, irritante a la piel,
inestable a la luz y al calor, efecto oxidativo sobre la grasa, reaccion con proteinas,
necesidad de utilizar catalasa para destruir remanentes, reacciona sobre superficies
metalicas, interfiere en algunos métodos analiticos como el de las proteinas, en ocasiones
se utiliza para ocultar la calidad inferior de la leche producida en condiciones de higiene
deficientes, ademas de que se plantearon los aspectos toxicologicos que implicaba el uso
de concentraciones relativamente elevadas de peroxido de hidrogeno en la leche.
(FAO/OMS 2000; Ponce, 2002)

Uno de los sistemas mas estudiados en los ultimos 20 afos es el sistema
lactoperoxidasa — tiocianato — peroxido de hidrogeno, debido a sus posibilidades
potenciales para evitar el deterioro de la leche cruda frente al desarrollo de
microorganismos indeseables (Ponce, 2002). La aplicacion mas ampliamente
recomendada de este sistema en el procesamiento de los alimentos, ha sido en la industria
lactea, para la preservacion de la leche cruda durante su transporte a las plantas
procesadoras (Ozdemir et al. 2001). La adicion de pequenas cantidades de tiocianato y
peroxido (liquido o en forma de percarbonato) mejora la accion del sistema.

Este constituye un mecanismo de defensa natural del organismo humano, y sus
componentes aparecen en altas concentraciones en la saliva, jugo gastrico, y en la propia
glandula mamaria, por lo cual se considera que su activacion no representa ningin riesgo
para las personas que consumen la leche tratada (FAO/OMS, 1991; Bjorck, 1991).

La FAO, con el apoyo del gobierno de Suecia, supervisd6 demostraciones del
sistema de la lactoperoxidasa (SLP) para la conservacion de la leche en unos 80 paises.
(FAO/ONU, 2000)



2.2 El sistema Lactoperoxidasa (SLP)

La leche contiene varios factores antibacterianos, entre ellos los mas conocidos son las
inmunoglobulinas. También contiene otros factores no especificos, como la lisozima, la
lactoferrina y la peroxidasa.

Las peroxidasas son de las enzimas que forman parte de los sistemas de defensa naturales.
En leche dicha enzima recibe el nombre de lactoperoxidasa y es idéntica a la presente en la
saliva; lagrimas y las secreciones gastricas (FAO/ONU, 2000). Estos sistemas de
proteccion cumplen un rol de defensa contra la invasion de las mucosas por las bacterias.
Las lactoperoxidasas no tienen actividad antibacteriana por si misma, pero en presencia de
cofactores determinados, ellos constituyen un poderoso sistema de defensa. Estos
cofactores son, por un lado el H,O, y por otra parte un i6n, de acuerdo a la especificidad
de la enzima, siendo estos, el ibn SCN- (tiocianato), Cl-, Br- y I-. (Perraudin, 1991)

Fue en 1924 que Hanssen estableci6 una correlacion entre la actividad bactericida
de la leche cruda contra Bacillus thyphora y Bacillus parathyphora, y la actividad de las
peroxidasa y oxidasas presentes en la leche. Wright y Tramer (1958), estudiando un grupo
de estreptococos, llegaron a la misma conclusion. Dichos autores igualmente sugirieron
que la inhibicion de los gérmenes era debido a un agente oxidativo formado por la accion
de la peroxidasa, en presencia de perdxido de hidrégeno, producido por los estreptococos
bajo condiciones aerobias.

El SLP presente en la leche cruda, es un sistema enzimatico, compuesto por la enzima
lactoperoxidasa, y sus dos substratos (el H,O, y el ion tiocianato), donde el producto de la
reaccion, el anioén hipotiocianato es bactericida a concentraciones de micromoles/L. Aune
y Thomas (1977) por un lado y Hoogendoorn y sus colaboradores por otro, llegaron a la
misma conclusion; que el (hipotiocianato) OSCN- era el agente antibacteriano del sistema.
(Perraudin J.1991)
La reaccion de oxidacion se puede resumir de la siguiente manera:

H,0, + SCN- ~—--eeee- >H,0 + OSCN-

El producto de la reaccion, el hipotiocianato, es un agente oxidante, con una corta
duracion de vida, que va a reaccionar, por ejemplo con los grupos NH; o -SH de las
enzimas esenciales del metabolismo bacteriano. (J. Perraudin et al, 1991) Este compuesto
es considerado el mayor inhibidor a pH fisioldgico. Otros productos, con actividad
antibacterial, son formados en esta reaccion, tales como el acido cianosulfuroso
(HO,SCN), y el acido cianosulfirico (HO3SCN) (Aune y Thomas, 1977; Bjorck et al.,
1979), capaces también de oxidar los grupos sulthidricos de las proteinas de las bacterias
(Aune y Thomas, 1977; Reiter y Harnulv, 1984; Thomas, 1981.)

El efecto antibacteriano es proporcional a la formacion de los productos de la
oxidacion del tiocianato. (BJORCK et al 1975, FAO/ONU, 2000) Esta a su vez depende



de las concentraciones disponibles de tiocianato y peroxido de hidrégeno en la leche.
(FAO/ONU, 2000) Bjorck et al, en 1975, observé que la disminucion en el numero de
bacterias seguia la disminucion en el tiocianato, y en la leche las bacterias remanentes
comenzaban a multiplicarse cuando el tiocianato se agotaba.

El SLP es activado cuando la concentracion de SCN esta entre 10 y 15 mg/L y la
de H,O, esta entre 8 y 10 mg/LL (Mee, 1994; Medina et al., 1989; Santos et al., 1994;
Zapico et al., 1991).

Segtin Althaus et al; 2001, el conocimiento de los cambios en las concentraciones
de SCN- y H,0O, a través del ciclo de la lactancia, determinan las cantidades adicionales

aproximadas para activar el SLP.

2.2.1 Los componentes del SLP (Su origen v concentracion en la leche cruda).

2.2.1.1 Lactoperoxidasa:

Este es el nombre que se le da a la peroxidasa de la leche. La misma se encuentra
naturalmente, en concentraciones suficientes para activar el SLP. En el calostro bovino, el
contenido es muy bajo, pero aumenta rapidamente 4 o 5 dias posparto (Losnedahl et al
1996). Segtin (Bjorck et al 1975), luego de esto hay una declinacion gradual en su
concentracion, mientras tanto otros autores, sefialan que su concentracion se mantiene
practicamente constante durante toda la lactacion, siendo la misma de aproximadamente
30 mg/L, segiin (FAO/ONU, 2000, Losnedahl, 1996 y Bjorck et al 1975), y en un rango
de 10 a 30 mg/L segun ( Piard et al, 1991), siendo la cantidad necesaria para la actividad
antibacteriana de apenas 1 mg/L, segin (FAO/ONU, 2000). Pruitt y Reiter en 1985
demostraron que las reacciones del SLP podrian ser catalizadas por una concentracion de
la enzima tan baja como 0.5 ng/L.

Zapico et al en el afio 1991, realiz6 un estudio en cabras de las razas espafiolas Verata
y Murciano Granadina, relacionando la influencia de la raza, del animal y de los dias del
ciclo de lactacion en la LP y el SCN. Los mismos llegaron a la conclusion de que la LP de
la leche de cabra tiene un comportamiento distinto al encontrado en leche de vaca. El
contenido de lactoperoxidasa en la leche a través de la lactacion promedio 0,95 U/ml en la
raza Verata y 2,15 U/mL en la raza Murciano-Granadina. Por lo cual, la concentracion de
LP encontrada en el presente trabajo para leche de cabra (1,55 U/mL) fue superior a los
niveles encontrados previamente en leche para vaca (1,4 U/mL), bafalo (0,9 U/mL), y
oveja. El contenido de LP promedio en leche de oveja es de 0,77 U/mL y esta dentro de un
rango de 0,14 a 2,38 U/mL para los individuos (Medina et al, 1989, citado por Zapico et
al, 1991). Los resultados indican diferencias significativas (P<.001) entre las razas luego
del analisis de la varianza. Los dias de lactacion también exhibieron un muy alto (P<.001)
efecto significativo sobre la concentracion de la LP en leche de cabra. En dicho trabajo, las
concentraciones mas bajas fueron encontradas las primeras 24 horas luego del parto,



siendo 0.3 U/mL para Verata y 0.20 U/mL para Murciano-Granadina. Estos valores
difirieron significativamente (P<.001) de los registrados en cualquier otro estado de
lactacion. La LP en la leche de cabra muestra un patron diferente al de la leche de vaca. Su
concentracion en la leche de cabras Verata aumenta desde 0,03 U/mL durante las primeras
24 horas hasta un rango de 0,59 a 1,0 U/mL durante los tres primeros meses de lactacion,
con la unica excepcion, siendo 1,23 U/mL en el dia 7. Niveles superiores (1,44 a 1,46
U/mL) fueron detectados al final de la lactacion (135 a 150 dias).

2.2.1.2 Peroxido de hidrogeno:

El perdxido de hidrogeno normalmente no se detecta en forma natural en la leche
sin bacterias (Bjorck et al 1975, Piard et al, 1991), sin embargo se han encontrado trazas
en la leche recién ordenada, posiblemente procedentes del metabolismo del tejido
mamario y los leucocitos polimorfos nucleares. Otra fuente es a partir de la reaccion de la
xantina oxidasa con algun sustrato, por ejemplo la hipoxantina (FAO/ONU, 2000,
Perraudin, 1991). En la leche ordenada, el perdxido es producido por las bacterias acido
lacticas en condiciones aerobias; incluso cuando la leche es almacenada a bajas
temperaturas (Piard et al, 1991). Price y Lee en 1970, (citado por Piard, 1991) concluyeron
que el peréxido producido por Lactobacillus inhibia a Staphylococcus aureus, y la
produccion optima del H,O, se obtenia a 5°C. (Bjorck L. et al 1975).

El peroxido, asi como se forma, parece ser rapidamente reducido por la catalasa o
la peroxidasa. (J. Perraudin, 1991), debido a esto es que el H,O, se presenta en muy
pequeiias cantidades (Bjorck et al., 1975).Generalmente su concentracion en la leche es
muy baja (Losnedahl, 1996).

2.2.1.3 Tiocianato:

El aniéon SCN” esta ampliamente distribuido en las secreciones animales y en los
tejidos, y sus concentraciones dependen en gran parte de los habitos alimenticios del
animal y hébitos de vida de los individuos. (Piard et al, 1991, FAO/ONU, 2000, Bjorck L.
et al 1975 y FAO/OMS, 2000) De acuerdo a Virtanen (1963), el mismo se deriva de la
hidrélisis enzimatica de los glucdsidos en brasicaceae y raphani y detoxificacion del
cianuro. Por otra parte parece que los valores de SCN- en la leche son influenciados por el
estado sanitario de la ubre. Cuando ésta presenta signos aparentes de infeccion, la leche
contiene mas SCN". Contiene en esos casos mas de 5x10° leucocitos/ml pareciendo luego
que el incremento de SCN- proviene del plasma (Perraudin, 1991).

Boulange en 1963, demostr6 la fluctuacion estacional de los valores de tiocianato
con un minimo en invierno y maximo en verano. El origen alimenticio de esta fluctuacion
fue demostrado precedentemente por el mismo autor en 1959. También se sefialo a la
leche de cabra como la més rica en dicho compuesto, conteniendo esta, 4 veces mas que la
leche de vaca (Perraudin, 1991).



Segun Althaus et al, en el afio 2001, en un estudio realizado con ovejas de la raza
Manchega, llegaron a la conclusion de que el momento en que se hace el analisis de los
componentes del SLP, afecta su concentracion. Dicha concentracion fue mas elevada
cuando las muestras fueron analizadas a las 6 horas del muestreo, que cuando fueron
analizadas a las 12, 24 y 48 horas del mismo. La caida en la concentracion de SCN
observada en los diferentes andlisis puede ser atribuida a la continua transformacion de
este en ion hipotiocianato. En forma similar, Martinez et al. (1988), en su estudio de la
accion inhibidora del SLP activado en leche de vaca durante su almacenamiento a 4°C,
reportaron una disminucion de 1,4 mg/L en la concentracion de SCN, en un periodo de 48
hs inmediatas al muestreo. Gaya et al, (1991) reportaron que una menor actividad en la LP
estaba ligada a un aumento en el numero de microorganismos de L. monocytogenes de un
valor en base logaritmo de 5,50 a las 8 horas a 6,32 a las 48 horas, lo cual demuestra la
disminucion de la capacidad de este sistema debido a las continuas disminuciones en la
concentracion de estos componentes.

En cuanto a los valores de SCN- encontrados en leche, los mismos son variables, de
acuerdo a la fuente. En el Cuadro 1, se presentan los valores de tiocianato, segin los
distintos autores, para bovinos, ovinos y caprinos.

Cuadro 1: Concentracion de tiocianato en leche cruda bovina, ovina y caprina, segin
distintos autores. (Cuadro realizado por recopilacion de resultados)

FUENTE/ESPECIE [SCN] (#) Expresado en mg/L (*) | Comentarios
Bjorck, 1975, Bovina 0,017 - 0,26 mmol 0,987 - 15,09
Reiter, B., 1985 Bovina 15 ppm 15,47 (1)
Perraudin et al, 1991, Bovina 0,1-10 ppm (15 en Verano)| 0,103 - 10,31 (15,47) (2)
Haddadin et al, 1996, Bovina 15 mg/L 15 (3)
FAO, 2000, Bovina 4,5 ppm 4,64 (4)
Ponce et al 1992, Bovina 0,108 - 0,144 mmol/L 6,27 - 8,36
Wood, 1975, Bovina 1-10 ppm 1,03-10,31
Bjorck, et al, 1979, Bovina 3,2 -4,6 ppm 3,3-474
Harnulv et al, 1982, Bovina 1,6 - 7 ppm 1,65-7,22
Haddadin et al, 1996, Ovina 0,4 mg/L 0,4
Medina et al, 1989, Ovina 10,3 ppm 10,67
Althaus et al, 2001, Ov Manch. 6,89 mg/L 6,89 (5)
Zapico et al,1991, Caprina Vy M.G 5,76 y 3,2 ppm resp. 594y 33 (6)

(#) Concentracion de tiocianato expresada tal cual el autor.
(*) Concentracion de tiocianato en mg/litro, considerando las densidades promedio de leche

bovina, ovina y caprina: 1.0315 gr./em’, 1.036 gr./cm’ y 1.0324 gr./cm’, respectivamente.

[mmolil de SCN = mg/l de SCN/58,07 | (Ponce et al, 1992)

(1) Reiter en 1985, encontré niveles de SCN™ en leche de 15 ppm y superiores. En este
caso los animales habian sido alimentados en pasturas naturales que contenian trébol.



(2) El autor menciona que la concentracion de este compuesto depende del régimen
alimenticio de los animales, del consumo de trébol, por ejemplo, o de cruciferas (las cuales
pueden elevar los contenidos en la leche).

(3) Al igual que Reiter (1), Haddadin et al, en 1996 coinciden en los valores de SCN-
hallados en leche bovina, y mencionan que la misma es suficiente para sostener un efecto
antimicrobiano.

(4) En el manual sobre el uso de la lactoperoxidasa publicado por la FAO en el ano 2000,
se menciona que el contenido habitual de este compuesto es de alrededor de 4.5 ppm

(5) Este fue el valor promedio que encontraron los autores, durante el ciclo de la lactancia
en su estudio con ovejas Manchega. Las variaciones en la concentracion de SCN™ a lo
largo del ciclo no fueron suficientes para activar el SLP. Althaus et al, en el afio 2001
llegan a la conclusion de que adicionando 5 mg/L de SCN"y 8 mg/L. de H,O,, el SLP
puede ser activado en cualquier momento de la lactancia.

(6) Zapico et al, 1991, menciona que la concentracion mas baja de tiocianato en la leche
de cabra que en la de oveja se debe probablemente al tipo de alimentacion. Dichos autores
llevaron a cabo su investigacion con cabras de las razas espafiolas, Verata (V) y Murciano
Granadina (M.GQ), las cuales habian sido alimentadas con pasturas naturales.

La combinacion de los tres componentes proporciona el mecanismo de las propiedades
bacteriostaticas de la leche recién ordenada, que duran hasta dos horas, mientras el lactante
consume la leche directamente de la madre. Si se mantiene la leche en un recipiente a la
sombra, a unos 30 °C, dura de 6 a 8 horas. Si se mantiene a 15 — 20 °C dura 12 horas sin
alteracion de la leche (FAO/ONU, 2000).

2.2.1.4 Antecedentes en la activacion del SLP

Haddadin et al, 1996 en su estudio, evaluaron la habilidad del SLP para prolongar
la vida 1til de la leche de cabra y oveja a temperatura ambiente y de refrigeracion. Ademas
incluyeron el comportamiento de la leche de vaca, con los mismos niveles de reactivos,
con el propodsito de poder compararlas. Los resultados demostraron que, mediante la
activacion del sistema en leche cruda, es posible almacenar la leche a 4 °C por varios dias.
Altas concentraciones de NaSCN-/H,O, fueron solo marginalmente mas efectivos que los
minimos niveles evaluados, y por esto un nivel de iones de tiocianato de 15 mg/1 en leche
pueden ser suficientes para retardar el riesgo de descomposicion por microorganismos
previo al procesamiento; a este nivel deberia ser insignificante.

A temperaturas de almacenaje superiores, la mayor ventaja se observo con la leche
de vaca, y cualquier incremento serio en la acidez fue inhibido por aproximadamente 18
horas.



Con las leches de cabra y de oveja, los elevados conteos iniciales de células
somaticas de las muestras testadas tendieron a anular el efecto conservante del sistema a
temperatura ambiente, pero aun asi, el desarrollo de la acidez fue suprimida por varias
horas, en relaciéon a las muestras control; 4 °C y los autores concluyen que una relacion
15/10 (SCN-/H202), son recomendadas en las leches crudas de oveja y cabra para
mantener la calidad.

Por su parte, Laemmli, (1970), sostiene que si el SLP es activado inmediatamente
antes de la aplicacion de procesos térmicos, la vida util de los productos lacteos pueden ser
extendidos en forma significativa, y los procesos con elevadas temperaturas pueden ser
sustituidos con tratamientos de temperaturas mas bajas y econdmicas. Ademas del ahorro
de energia, los procesos térmicos con bajas temperaturas, pueden proveer una mejor
retencion del valor de los nutrientes y calidad de los alimentos.

Ponce et al (1992), en su estudio sobre la conservacion de la leche en Cuba mediante la
activacion del sistema Lactoperoxidasa, concluyé que la dosificacion del tiocianato a
partir del conocimiento de su concentracion en la leche (mezclas) permitid determinar un
valor minimo para la activacion del SLP, y un valor maximo que no rebasa el limite
establecido en estudios anteriores, y que concuerda con los valores normales relativos a las
vacas lecheras. Ademas la concentracion de SCN adicionado (8.6 mg/L) es practicamente
la mitad de la que se recomienda en el CODEX ALIMENTARIUS (14 mg/L de leche).

Los ensayos realizados por Ponce et al, permitieron comprobar también, la eficacia del SLP
tanto en leche de tambo, como en leche proveniente de diferentes itinerarios de
recoleccion, asi como también de leches almacenadas en silos industriales.

La biopreservacion de la leche cruda por la activacion del SLP, inhibe el crecimiento de
microorganismos patdogenos y mejora la seguridad de los alimentos. Seifu et al (2004),
realizaron estudios donde evaluaron el efecto del SLP sobre Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, E. coli y Brucella melitensis en leche caprina. Los resultados
indican disminucion de la carga de la microflora actuante en leche cruda sin la activacion
del SLP.

2.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL SLP

El mayor efecto de estos metabolitos, sobre los microorganismos se produce
cuando se oxida el tiocianato y ocurre a nivel de los grupos sulfhidrilo de enzimas
metabolicas. Debido a esto las hexokinasas son totalmente inhibidas y las aldolasas y las
6- fosfogluconato deshidrogenasa son parcialmente inactivadas por el sistema LP.

El SLP también causa lesiones en la membrana citoplasmatica, causando perdida
de iones K, aminodcidos y polipéptidos de las células. Los sistemas transportadores de
azucares y de aminoacidos también son inhibidos, y por lo tanto la sintesis de ADN, ARN



y proteinas. (Piard et al, 1991) A consecuencia de todo esto el metabolismo bacteriano es
inhibido, como su capacidad de division celular. (FAO/OMS, 2000)

El SLP tiene un amplio espectro de actividad, incluyendo la mayoria de las
bacterias G- encontradas en la leche, como por ejemplo Pseudomonas y E. coli,
Salmonella y Shigella. Pruitt y Reiter (1985) publicaron una lista de los efectos biologicos
causados por el SLP en las bacterias (ver Cuadro 2). Entre las especies de G+ indeseables
los autores demostraron que el SLP retrasa el desarrollo de L monocytogenes. (Piard et al,
1991).

Segun el CODEX ALIMENTARIUS, 2000 el efecto antibacteriano depende de la
especie y la cepa. Cuando la leche cruda tiene una flora mixta en la que predominan las
bacterias mesofilas, el efecto es bacteriostatico. En presencia de algunas bacterias G-, por
ejemplo, Pseudomonas o Escherichia coli, el efecto es bactericida. Dado el efecto
principalmente bacteriostatico del sistema, la aplicacion de este método no permite ocultar
la calidad inferior de la leche cuando ésta se halla contaminada ya por numerosos géneros
bacterianos.

Bjorck, en 1975, también sefialaba que los productos de la oxidacion del tiocianato
inhibian las bacterias G+, y eran bactericidas paras bacterias G- como las especies citadas
previamente. Segun Zapico et al, (1991) han sido publicados informes sobre la actividad
antibacterial contra Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus lactis,
Streptococcus uberis, y Bacillus céreus.



Cuadro 2: Actividad antibacterial del SLP contra varias bacterias.

Actividad bioldgica
Bacteriostatica Bactericida

Bacterias acido lacticas
Lactococcus sp.
Lactobacillus thermophilus

*

*

Bacterias de deterioro
Pseudomonas fluorescens
Bacterias G-

Bacillus cereus *

Bacterias patogénicas
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Salmonella sp.
Pseudomonas aeruginosa
Listeria monocytogenes

(Pruitt y Reiter, 1985).

3. EFECTO DE LA OBTENCION Y MANEJO DE LA LECHE SOBRE LA
CONTAMINACION DE LA MISMA.

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

El nlimero y le tipo de microorganismo presentes en la leche recién ordefada,
refleja directamente la contaminacién 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. Por lo que para obtener
leche de buena calidad microbioldgica es necesaria una buena higiene durante el ordene,
un rapido enfriamiento y buenas condiciones durante el almacenaje en el tanque. También
es necesario mantener la temperatura en el rango dptimo 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
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normalmente la multiplicacion de las bacterias al menos en las primeras 24 horas y la
microflora es similar a la presente tras el ordefio (Cousin y Bramley, 1987)

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 la 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 a una alta actividad
inmunologica y un alto poder buffer Alichanidis y Polichroniadou, (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 tampdon Assenat, (1991).

3.1 FUENTE Y TIPO DE CONTAMINACION EN LA LECHE CRUDA.

La leche es sintetizada en la glandula mamaria y es virtualmente estéril al ser secretada.
La contaminacion puede ocurrir de tres fuentes:
3.1.1 interior de la ubre (normal< 1000 UFC/ml)
Mastitis: cepa infectante (S. uberis, S. agalactiae, S. aureus)
Una vaca puede aportar 107 bacterias/ml
La leche es ordefiada a partir de un animal sano, casi siempre contiene gérmenes inocuos,
que contaminan la leche en el momento de su obtencion. Los gérmenes que predominan
son saprofitas pertenecientes principalmente a los géneros Corynebacterium vy
Micrococcus. También existen gérmenes patdogenos dentro de los cuales se ubican:
Streptococcus y Staphylococcus hemoliticos, pero en ocasiones pueden intervenir otras
numerosas especies. Dicho autor sefiala también que las leches de cabra y oveja son mas
frecuentemente estériles a la salida de la mama que la leche de vaca.
Este tipo de microorganismos influyen en el conteo en tanque de frio. (Alais, 1985)

3.1.2 exterior de la ubre: una vaca puede aportar 10°a 10" bacterias/ml
Enterobacterias, termoduricos y psicrotrofos, ¢éstos influyen en los conteos
postpasteurizacion.

Este tipo de contaminacion suele ser cuantitativamente mas importante en relacion a la
anterior; su importancia es extremadamente variable segln las condiciones de produccion
y conservacion de la leche.

El exterior de los pezones es una fuente de contaminacién frecuente y aporta
gérmenes y esporas. Sobre todo gérmenes psicrotrofos y microorganismos
termoresistentes (Caraballo y Douglas, 2002). Segiin Cousin (1982), en el suelo y la
vegetacion hay una 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, e intervienen en el deterioro enzimatico de la leche, afectando la calidad de la misma
desde la utilizacion del tanque de frio.
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3.1.3 equipo de ordeiie y tanque de frio: La maquina de ordefio, es la fuente de
contaminacion mds importante. El nivel de incidencia de esta fuente de contaminacién va
a depender del estado de la maquina en general y del grado de limpieza alcanzado. Cousin
(1982), concluyd que el equipo de ordeiie es el causante de la mayor contaminacion
microbiana en los tambos que almacenan la leche en tanque de frio. Este, estudio la
incidencia de la flora bacteriana en tanque de frio y encontrd una alta cantidad de bacterias
Gram negativas, especialmente en aquellos tanques que estaban mal lavados y
desinfectados. Las especies Streptococcus, Micrococcus y Corynebacterium fueron
encontradas en pequenas cantidades y los bacilos esporiformes constituian alrededor del
10 % de la poblacion total.

También es muy importante sefialar el problema que existe por la presencia de los “biofilm”
en los equipos de ordefie y en el tanque de frio, indicadores de las malas practicas
higiénicas y sanitarias realizadas en los tambos, fuentes de recontaminacion de la leche.

3.2 INFLUENCIA DE LA ESTACION DEL ANO EN LA MICROFLORA DE LA
LECHE Y SU EFECTO EN EL DETERIORO DE LA MISMA

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. Suhren, en 1989,
observé 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.

Segtn Tirard-Collet et al, 1991, en un trabajo realizado en Canadé, donde se estudio la
calidad microbioldgica en leche de cabra en 6 tambos, se vio que los conteos totales de
microorganismos aerdbicos fueron mas altos durante los meses de mayo a octubre
(Primavera — Verano) y en el mes de julio (Principio de verano) 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.

Segiin  Anifantakis 1993, los conteos de mesofilos totales viables, Staphylococcus,
Micrococcus 'y Streptococcus, fueron significativamente mayores durante los meses de
mayo, junio y julio (Primavera), mientras que los coliformes y los microorganismos
aerobicos formadores de esporas presentaron niveles mayores durante los meses de marzo
y abril (Invierno — Primavera) (estos datos fueron obtenidos del hemisferio norte).

En Uruguay los estudios realizados en leche bovina 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 del género Pseudomonas. En los meses de verano
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predomina el género termodurico Microbacterium sin incidencia en el deterioro de la
leche (Bermudez et al., 2000). Segiin Hull et al. (1992) el género Microbacterium no tiene
capacidad para deteriorar la leche por no tener efectos proteoliticos ni lipoliticos. Sin
embargo, su importancia radica en sus 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 ordenie.

Con respecto a la leche ovina y caprina, Caraballo y Douglas, (2002), en su evaluacion del
deterioro proteico por psicrotrofos en leche ovina y caprina (Uruguay), llegaron a las
siguientes conclusiones:

*Durante el periodo de lactancia en ambos tipos de leche el recuento de mesofilos aerobios,
fue maximo en el mes de enero, al 4° dia de almacenaje en tanque de fiio, lo cual podria
estar asociado a una mayor temperatura ambiental durante el ordefie y también una mayor
oscilacion de la temperatura de la leche en el tanque debido a un aumento en el tiempo
necesario para alcanzar la temperatura 6ptima de refrigeracion (4 °C)

*La composicion de la flora microbiana presente en ambos tipos de leche no fue homogénea
a lo largo de la lactancia. Para leche caprina, en los meses de octubre a noviembre, a las
96 horas 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. El nivel de psicrotrofos fue mayor en diciembre que en
noviembre, sin embargo las especies predominantes en este periodo no producen deterioro
proteolitico a los tres dias de almacenaje.

Para leche ovina, en los meses de octubre a noviembre, las especies predominantes fueron
Pseudomonas (35%) y Enterobacter (10%) con menor conteo de psicrotrofos en tanque de
frio. La actividad proteolitica detectada en esta leche es menor a la presentada en leche
caprina.

*En cuanto a 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 evidencio.
Esto ultimo, segun los autores, puede ser explicado por los géneros predominantes en
ambas especies y también debido a la mayor actividad inhibitoria natural de la leche
ovina.

*Los recuentos de mesofilos aerobios al 4to dia de almacenaje durante el periodo de lactancia
estuvieron en leche caprina entre 4,2 x 10°y 5,9 x 10® UFC/mL, y para leche ovina, los
valores estuvieron entre 1 x 10°y 4,9 x 10° UFC/mL.

*Los conteos de psicrotrofos en tanque de frio, al 4to dia de almacenaje, para leche de cabra
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estuvieron entre 2,8 x 10° y 3,6 x 10° UFC/mL vy para leche de oveja estuvieron entre 2,0
x 10"y 1,6 x 10°. Los porcentajes de estos en relacion a los mesofilos totales fueron mas
altos en los meses de octubre y marzo en ambos tipo de leche.

*Los meses comprendidos entre octubre y diciembre en la leche de oveja el deterioro proteico
se evidencia al 4to dia de almacenaje.

*En la leche de cabra en los primeros meses de lactancia, la actividad proteolitica se
evidencia a partir de las 48 horas en el tanque de frio por la mayor presencia de bacterias
psicrotrofas, y durante los meses de verano el deterioro se detecta luego de transcurridas
72 horas de refrigeracion.

Cuadro 3 Porcentaje de distintos grupos bacterianos, en distintos puntos del proceso de
obtencion de la leche bovina en dos épocas del afo.

Fuente Psicrotrofos | Staphylococcus | Enterobacterias
Leche directa de ubre
Invierno 53 73,2 21,5
Verano 2 59,8 38,2
Leche recibida en tanque
Invierno 21,5 54,8 23,7
Verano 18 42,3 39,6
Agua general
Invierno 1,3 29,9 68,8
Verano 0,9 25,6 73,5
Hisopado de tanque
Invierno 449 34 21,1
Verano 33,8 9,7 56,4

(Carballo, et al, 1999)
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3.3 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE__CONSERVACION Y
TRATAMIENTO EN LA PROLIFERACION DE LAS BACTERIAS EN LA
LECHE

3.3.1 Efecto cuantitativo

La composicion de la microflora original puede ser variable en la leche o en los
distintos productos lacteos liquidos, se observa una aceleracion del desarrollo microbiano,
y por lo tanto un crecimiento de la microflora total cuando se eleva la temperatura de
conservacion entre 35 y 40 °C. Por el contrario, mas alld de dicha temperatura, se observa
un retardo. Cuanto mas baja es la temperatura, mas se retarda la proliferacion microbiana en
la leche (Alais, 1985).

3.3.2 Efecto cualitativo

No son las mismas especies las que predominan a las diferentes temperaturas de conservacion
o de tratamiento. La temperatura tiene un papel selectivo importante, que se aprovecha en
las industrias lacteas.

1. Temperaturas medias (20 a 37 °C): en general predomina la flora “meso6fila”, la cual
provoca la coagulacion de la leche por acidificacion, sobre todo los estreptococos; las
bacterias coliformes, que son muy tolerantes a las variaciones de temperatura.

2. Temperaturas relativamente bajas (5 a 15 °C): predomina una microflora psicrétrofa
constituida por bacterias Gram — muy diversas, entre las cuales se encuentran gérmenes
proteoliticos y lipoliticos. La leche se deteriora entonces muy lentamente.

3. Temperaturas superiores a 40 °C: se seleccionan las especies termofilas; en la leche
cuajada para la fabricacion del griiyere, se favorece el desarrollo de lactobacilos hacia los
50 °C.

En las leches pasterizadas se encuentran a veces bacterias termoduricas como las
pertenecientes a los géneros: Microbacterium, Bacillus y Clostridium. En las leches
hervidas o insuficientemente esterilizadas, las especies esporuladas (Bacillus vy
Clostridium) forman la parte esencial de la flora.

En la mayoria de las bacterias psicrotrofas la actividad enzimatica 6ptima se encuentra
en una zona de temperatura que no es la de multiplicacion activa, especialmente en el
caso de las proteasas de los Bacillus y Proteus, que son mas activas a una temperatura
inferior a la de su desarrollo maximo, asi como también para Pseudomonas y
Flavobacterium. Existe también la situacion inversa, las proteasas de ciertas bacterias
psicrotrofas son mas activas a 90 que a 20 °C, y a veces son incluso termoresistentes.
(Alais, 1985)
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3.4 CALIDAD DE LA LECHE

Desde el punto de vista de la calidad higiénica de la leche, la misma es imprescindible,
dada la proteccion de la salud humana. La inocuidad es una cualidad que depende de dos
condiciones:

- la leche debe tener pocos gérmenes microbianos de los considerados como
“inocuos” y escasas cé€lulas somadticas; al mismo tiempo que deben estar
exentas de gérmenes patdgenos.

- La leche no debe contener sustancias toxicas o simplemente sospechosas, ya
provengan del animal sano o se trate de diversos residuos que lleguen a la
leche en el momento o después del ordefio: antibidticos, insecticidas,
conservadores, nitratos, toxinas, etc.

Desde el punto de vista tecnoldgico e industrial, la riqueza de la leche en lipidos,
proteinas, extracto seco desengrasado, debe ser lo bastante elevada para asegurar un
rendimiento suficiente en las fabricaciones. Por su parte las propiedades fisico — quimicas
de la misma, especialmente el pH, la proporcion de Ca ionizado y la relaciéon Ca/N debe
encontrarse en un nivel favorable y no deben ser alteradas en el momento de la entrega,
con el fin de conservar diferentes aptitudes que son importantes en la practica: estabilidad
térmica, calidad de conservacidon, coagulabilidad enzimatica, desarrollo de bacterias
lacticas, etc. Ademas la microflora inocua, sobre todo la que es especialmente “cimogena”
(productora de enzimas, que deterioran la calidad de la leche) debe estar limitada con el
fin de evitar accidentes de fabricacion. (Alais, 1985)

Con el correr de los afios, los parametros exigidos por la industria, para las leches
superiores y las bonificaciones correspondientes, fueron cambiando en Uruguay, siendo a
partir de setiembre del 2004 las siguientes exigencias y bonificaciones para las empresas
mayores. Por ejemplo para remitir a CONAPROLE las condiciones son:

CELULAS SOMATICAS

0a 400.001 a | 700.001 a| 800.000 a | 900.001a
400.000 700.000 800.000 900.000 | 1.000.000
R B | 0a50.000 18% Leche de
E A| 50.000 a calidad superior. Boni-
ccC 100.000 17,9 a 5 % variable fica un 18%.
U T| 100.001 a 75a25% Leche de
EE 120.000 Categoria transitoria calidad. Bonifica entre
N R| 120.001 a 179y5%
T 200.000 SIN BONIFICACION Categ. Transit.
O A| 200.001a Bonifica entre 7,5y 2,5%
N 500.000 -10% Calidad basica
O| 500.001a -20% No tiene bonificacion
800.000 Leche de calidad
> 800.000 -30% inferior, se penaliza.
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El nimero de gérmenes totales no lo expresa todo, es indispensable también determinar el
nimero de coliformes, termoresistentes y psicrotrofos.

3.4.1 Microflora psicroétrofa (su importancia en la conservacion de la leche)

La refrigeracion de la leche tras el ordefio, reduce mucho la alteracion de las leches crudas a
causa de las bacterias mesofilas que producen acido lactico, pero en su lugar puede
desarrollarse una microflora psicrétrofa en la que predominan las especies que alteran la
composicion quimica de la leche, los mas importantes son los géneros: Pseudomonas,
Flavobacterium, Achrobacter, Enterobacter y Acinetobacter.
La leche a una temperatura de 4 y 5 °C, no estd “estabilizada”. Los gérmenes psicrotrofos se
desarrollan y producen enzimas. En esta zona de temperatura se encuentra el principal
género que deteriora la calidad de la leche en tanque de frio: Pseudomonas y entre ellas P.
fluorescens, y P. putida. El tiempo de generacion (duplicacién de la poblacion) es del
orden de 8 horas a4°Cy de 14 hsa 1 °C.

Desde el punto de vista bioquimico, estos gérmenes no atacan activamente a los glticidos,
con produccién de acidos, por el contrario, producen lipasas y proteasas extracelulares que
poseen la importante propiedad de ser termoresistentes. Las proteasas resisten un
tratamiento UHT corto.

El estudio de la evolucion de las sustancias nitrogenadas no proteicas, en el curso de la

conservacion de la leche en frio, ha puesto de manifiesto cambios caracteristicos,
especialmente el aumento de la cantidad de amoniaco, como consecuencia de la actividad
de las enzimas de la desaminacion.

La consecuencia mas perjudicial de la actividad de estos gérmenes es la aparicion del sabor
a rancio (lipolisis), del sabor amargo (proteolisis) y de sabores impropios dificiles de
definir. En general, estos defectos no aparecen hasta transcurridas 48 hs a 4 — 5 °C y son
en ocasiones, perfectamente claros a los 3 dias en el caso de contaminaciones fuertes (mas
de 5 millones de gérmenes psicrotrofos). (Alais, 1985)

A modo de ejemplo, en el estudio llevado a cabo por Caraballo y Douglas en Uruguay en
el 2002, sobre el deterioro proteico por microorganismos psicrotrofos, los autores
observaron que las fracciones de caseina detectadas por electroforesis en cabra y oveja
disminuian y en algunas ocasiones desaparecian, lo que indicaba un deterioro de la
composicion de la caseina de la leche, como fue el caso de la k-caseina caprina en los
primeros meses de la lactancia a partir de las 72 horas de almacenaje en tanque de frio.
Esto es de importancia en la elaboracion de productos lacteos, como por ejemplo en los
quesos, en los cuales la integridad de las micelas de caseina se refleja en un mayor
rendimiento quesero.

Dichos autores de acuerdo a los resultados obtenidos recomendaban refrigerar la leche

caprina y ovina maximo 48 hs, pudiendo llegar a 72 hs dependiendo de la estacion del afio,
condiciones ambientales particulares del afio y el manejo general del mismo.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto que tiene la activacion del sistema lactoperoxidasa en la

evolucion de la microflora residente en leche cruda bovina, ovina y caprina en tanque de
frio.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

*Medir las concentraciones de tiocianato en las distintas leches, en los distintos
momentos del afo.

*Evaluar el efecto de las distintas concentraciones de los componentes que
activan el sistema lactoperoxidasa sobre la carga microbiana.

* Determinar el efecto de los distintos tratamientos, sobre la microflora residente en la
leche en distintos momentos del afio.
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5. MATERIALES Y METODOS

Las muestras de leche bovina, fueron obtenidas del tambo del senor Ricardo Posse
(ubicado en Santa Lucia, departamento de Canelones); y las muestras de leche caprina
(razas: Anglo Nubias y Saanen) y ovina (raza: Milchschaf) del INIA Las Brujas.

El procesamiento y andlisis de dichas muestras, se llevo a cabo en el laboratorio de la
Unidad de Tecnologia de los Alimentos, de la Facultad de Agronomia.

5.1) MUESTREO

El periodo de muestreo para la leche de vaca fue desde Setiembre del 2002, hasta Mayo
del 2003, y para leche de cabra y de oveja fue desde Octubre del 2002 hasta Febrero del
2003, segun el periodo de ordetie.

5.1.1) TOMA DE MUESTRAS

Las muestras se obtuvieron en recipientes estériles desde el tanque de frio en el momento
del ordefio. Las mismas fueron transportadas, refrigeradas y procesadas antes de que
transcurrieran dos horas a partir del comienzo del mismo.

5.1.2) MEDICION DEL TIOCIANATO

Previo a la determinacion del tiocianato se realiz6 una curva estandarizada de tiocianato.
La curva expresa la concentracion contra la absorbancia en un rango entre 0 y 40 mg/L de
tiocianato (SCN).
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Curva estandar de tiocianato
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5.1.3) DETERMINACION DEL TIOCIANATO EN LA LECHE

Las muestras obtenidas se analizaron de acuerdo a la técnica descripta por Bjorck; et al
(1975) y por el CODEX ALIMENTARIUS (2000). Se agitaban muestras alicuotas de
4ml, con 2ml de 4cido tricloroacético al 20% (p/v) a los 30 minutos de reposo se filtraron.
Se utilizd 1 ml del filtrado y se le agregd la misma cantidad de [Fe (NO3);.9H20]. La
reaccion colorimetrica se evalud en un espectrofotometro (Shimadzu — UV 1603) a 460
nm de absorbancia.

La concentracion de SCN- se calculo de acuerdo a la ecuacion de regresion lineal de la
curva estandar.

5.2) ACTIVACION DEL SISTEMA LACTOPEROXIDASA

Para evaluar el efecto de la activacion del SLP, sobre la microflora de la leche cruda en las
tres especies, se activo el sistema a distintas concentraciones de los reactivos. De esta
forma se pudo determinar la eficiencia de las mismas para la leche de cabra, vaca y oveja.
Los reactivos que se utilizaron fueron los siguientes:

Preparado 1:  Acido hipotiocianoso 0.7¢g
Acido alginico 0.03 g
Metil etil celulosa 0.02¢g
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Preparado 2: Carbonato de sodio 1.7g

Carboximetil celulosa 0.015¢
Monooleato de polioxietileno 0.015
Agua

5.2.1) Concentracion de los reactivos

Para llevar a cabo el experimento se utilizaron dos concentraciones de los reactivos. La
concentracion mas elevada corresponde a la recomendada por el CODEX
ALIMENTARIUS, 2000, y la concentracién mas baja es tres veces menor a ésta. A la
concentracion mas baja se la denomin6 T1, y equivale a una concentracion de tiocianato
de 4.66 mg/l, y a la concentracion mas alta se la denominé T2, y equivale a una
concentracion de tiocianato de 14 mg/l.

5.2.2) APLICACION DEL PRODUCTO

Se tomaron muestras de leche de 300 ml y se colocaron en matraces estériles Erlenmeyer,
se le adicionaron a cada matraz una sola concentracion de 0.666 y 2 ml de la solucién
activadora. Primero se agreg6 la solucion del preparado 1, se agitaba por 3 minutos y
luego se agrego la solucion del preparado 2 y se agitdo nuevamente. Posteriormente fueron
incubados a 5°C. De acuerdo a los resultados obtenidos se eligieron las concentraciones,
0.2 y 0.6 ml, las cuales representan una concentracion de SCN- de 1.4 y 4.2 mg/ litro de
leche.

5.3) RECUENTO MICROBIOLOGICO
5.3.1) RECUENTO DE DIFERENTES GRUPOS BACTERIANOS.

Las muestras para realizar este procedimiento se tomaron cada 24 horas de los matraces
incubados a 5 °C. A partir de las diluciones decimales seriadas en solucién salina
fisiologica (0,85%), se transfirieron a distintos medios de cultivo de acuerdo al grupo
bacteriano. Las diluciones fueron sembradas en las placas de Petri, por el método de
siembra en superficie, en los siguientes medios de cultivo para recuento (UFC/ml):

* mesofilos aerobios totales, (PCA).
*enterobacterias totales, (Agar Mc Conkey).
*estafilococos, (Agar sales manitol).
*psicrotrofos, (Agar caseina (1%)).

Los mesofilos fueron incubados por 48 horas a 37 °C, y los psicrotrofos fueron incubados
a 5 °C por 10 dias.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se presentan los porcentajes de muerte de disminucion de microorganismos
en leche cruda bovina en distintas estaciones del afio, y a distintos niveles de activacion
del sistema Lactoperoxidasa (Tratamiento 1: 0.666 ml/l de leche; Tratamiento 2: 2 ml/l de

leche). La segunda dosis, corresponde a la recomendada por el CODEX
ALIMENTARIUS, 2000.

6.1 ANALISIS DE LA ACTIVACION DEL SLP EN LECHE CRUDA BOVINA

Figura 1: Porcentaje de disminucion de los recuentos microbianos en leche cruda
bovina segiin época del afio, tratamiento y grupo de bacterias.
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Tratamiento

Abreviaturas: T1: tratamiento con 0.666 ml de los preparados 1y 2 por litro de leche.
T2: tratamiento con 2 ml de los preparados 1 y 2 por litro de leche.
V: verano, I: invierno, P: primavera.

Los resultados de los tratamientos, son en comparacion al control de microorganismos
viables en la leche cruda bovina (100%).

Los mayores porcentajes de disminucion de microorganismos, independientemente de la
época del ano, se obtienen cuando se utiliza el nivel mas elevado de los preparados 1y 2
en leche (2ml/L de leche).

El mayor impacto sobre los distintos grupos de microorganismos se observa en el recuento
de los psicrotrofos, con porcentajes de muerte entre 67 y 91 %, independientemente de la
estacion del afo (con excepcion del tratamiento con la dosis mas baja en la primavera).

En relacion a los recuentos de mesofilos viables totales, el mayor efecto fue en
primavera, con porcentajes de disminucion de microorganismos superiores a 70 %, en los
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dos tratamientos (0.666 y 2 ml/l de leche), en los sucesivos dias evaluados. Esto puede ser
explicado por una alta concentracion de tiocianato en este periodo (Figura 2), alcanzada
con los tratamientos, asociado a un recuento de microorganismos mesoéfilos totales, para
dicha estacién, de 4 x 10*.

En verano, se observa que los valores de tiocianato alcanzado con los tratamientos
también son elevados (Figura 2), pero los porcentajes de disminucion de los recuentos son
inferiores, debido a un elevado recuento de microorganismos meséfilos de 2,47 x 10°. En
la Figura 1 se observa también, que para el caso de los tratamientos durante el verano, los
porcentajes de disminucion de los recuentos dependen del tiempo transcurrido. En este
caso se observa una disminucion en dichos porcentajes con el correr de las horas. Esto
puede ser explicado por el hecho de que en el verano existe una alta proporcion de la flora
mesoéfila que tiene una menor sensibilidad al SLP, y sobre la cual se ejerce un efecto
bacteriostatico.

Los resultados obtenidos con el tratamiento 2 para el recuento de enterobacterias
totales, indican porcentajes de disminucion de los recuentos entre 30 y 67 % a las 24 horas
de aplicado el mismo, independientemente de la estacion del afio. A las 72 horas de
aplicado el tratamiento los porcentajes de disminucion de los recuentos microbianos se
mantuvieron con valores elevados, estando los mismos 48.9 y 64.9 %. Mientras que con el
tratamiento 1 en la primavera, el efecto es bactericida sobre las enterobacterias a las 48
horas, activandose nuevamente el sistema, y a las 72 horas existe un mayor porcentaje de
disminucion de los recuentos. En este punto es importante sefialar que un gran niamero de
enterobacterias se pueden comportar como bacterias psicrotrofas, liberando enzimas que
afectan la calidad quimica de la leche. También se debe considerar que si el tiempo de la
leche en el tanque de frio se puede extender por mas tiempo, es una ventaja para el
productor e industria en relacion a la recogida de la leche. Actualmente se realiza la misma
cada 24 horas y en un maximo de 48 horas.
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Figura 2: Evolucion del contenido de tiocianato en leche cruda bovina segun
tratamiento y época del aiio.
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Tratamiento

Abreviaturas: T1: tratamiento con 0.666 mL de los preparados 1y 2 por litro de leche.
T2: tratamiento con 2 mL de los preparados 1 y 2 por litro de leche.
Cont.: control (sin tratamiento)
V: verano, I: invierno, P: primavera

En la Figura 2, se observa claramente que los muestreos realizados durante el verano y la
primavera fueron los que alcanzaron los mayores niveles de tiocianato, luego del
tratamiento. Esto se explica por los mayores niveles iniciales de tiocianato, encontrados en
la leche cruda bovina en las condiciones de alimentacion de Uruguay, en estas épocas del
afio (16.27mg/l en verano, y 12.43 mg/l en primavera). Concentraciones similares fueron
encontradas por Reiter, B, 1985, Perraudin et al., 1991 y Haddadin et al, 1996. (Ver
Cuadro 1).

Analizando las dos graficas en conjunto podemos ver que los porcentajes de disminucion
de los conteos, siguen en términos generales la tendencia de la evolucion de los contenidos
de tiocianato.
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6.2 ESTUDIO DE LA ACTIVACION DEL SLP EN LECHE CRUDA CAPRINA.

Figura 3: Porcentaje de disminucion de los recuentos microbianos en leche cruda
caprina segun época del afio, tratamiento y grupo de bacterias.
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Tratamiento

Abreviaturas: T1: tratamiento con 0.666 mL de los preparados 1 y 2 por litro de leche.
T2: tratamiento con 2 mL de los preparados 1y 2 por litro de leche.
Cont.: control (sin tratamiento)
V: verano, I: invierno, P: primavera

En el caso de los caprinos, si observamos la Figura 3, podemos ver que el
tratamiento 2, continua siendo el mas efectivo en controlar la microflora, aunque la
diferencia entre un tratamiento y otro es menor que para el caso de los bovinos. En cuanto
a los porcentajes de disminucion, estos son inferiores a los que se obtuvieron en leche
cruda bovina. Por otro lado el mayor impacto sigue siendo en la microflora psicrotrofa,
con valores de disminucion entre 40 y 90 %. En cuanto a las enterobacterias se nota
claramente la mayor eficiencia (% de disminucion) de los tratamientos en el muestreo
realizado en el verano, con respecto a los de primavera. Los porcentajes de disminucion de
los recuentos para los dos tratamientos durante las 72 horas evaluadas, estuvieron entre 58
y 70 %.
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Figura 4: Evolucion del contenido de tiocianato en leche cruda caprina segun
tratamiento y época del ano.
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Tratamiento

Abreviaturas: T1: tratamiento con 0.666 mL de los preparados 1 y 2 por litro de leche.
T2: tratamiento con 2 mL de los preparados 1y 2 por litro de leche.
Cont.: control (sin tratamiento)
V: verano, I: invierno, P: primavera

Los bajos porcentajes de disminucion de los recuentos, se explican en parte por los
bajos valores de tiocianato, incluso inferiores a los encontrados en leche cruda bovina (en
verano 10.56 mg/l en cabra vs. 16.27mg/l en vaca, y en primavera, 7.2 mg/l en cabra vs.
12.43 mg/l en vaca). Ademas de esto, tenemos el hecho de que los contenidos de bacterias
mesofilas en cabra superan en numero a los registrados en vaca (6,5 veces mas en
primavera; y 1,4 veces mas en verano). Es importante también tener en cuenta que en el
verano existe una microflora distinta a la de primavera, en la que predominan géneros mas
sensibles a la accion del SLP.

6.3 ESTUDIO DE LA ACTIVACION DEL SLP EN LECHE CRUDA OVINA

En el caso de los ovinos, los contenidos de tiocianato (Figura 5) fueron muy
superiores a los encontrados en leche cruda bovina y caprina, en todos los casos los
valores estuvieron por encima de 28 mg/l de leche.

En la figura 5 se puede observar que los valores de tiocianato para el control, en la
leche cruda ovina fueron similares para las dos estaciones del afo evaluadas. Tanto para la
leche control, como para las que fueron tratadas, independientemente de la época del afio,
los valores de dicho compuesto se mantuvieron con valores elevados a medida que
transcurrian los dias.
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Figura 5: Evolucion del contenido de tiocianato en leche cruda ovina segun
tratamiento y época del aiio.
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Tratamiento

Abreviaturas: T1: tratamiento con 0.666 mL de los preparados 1y 2 por litro de leche.
T2: tratamiento con 2 mL de los preparados 1 y 2 por litro de leche.
Cont.: control (sin tratamiento)
V: verano, P: primavera

En cuanto a la leche tratada, los incrementos en los valores de tiocianato con
respecto al control, son inferiores a lo que se observa para la leche cruda bovina como para

la caprina (Figuras 2 y 4 respectivamente), debido a los altos niveles iniciales sin
tratamiento.

En la Figura 6 se observa, que el porcentaje de disminucion, considerando los distintos
grupos de bacterias, sigue siendo mayor para los psicrotrofos. Asimismo, en el total de los
resultados de la figura 6, se observa que en algunos casos los porcentajes de disminucion
son muy bajos, de acuerdo al bajo recuento inicial en la leche cruda. (Figuras, 7, 8 y 10)

Los recuentos de todos los grupos bacterianos en este estudio, en leche cruda ovina,
Indican los niveles mas bajos encontrados en las tres especies evaluadas. En el caso del
recuento de enterobacterias, en verano fue 1,3 x 10° UFC/mL, en la leche control (sin
tratamiento), incubadas por 72 horas, y con el tratamiento 1, en el mismo tiempo el
recuento fue de 1 x 10° UFC/mL, y para el tratamiento 2 fue de 7 x 10* UFC/mL.
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Figura 6: Porcentaje de disminucion de los recuentos microbianos en leche cruda

ovina segun época del afo, tratamiento y grupo de bacterias.
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6.4 EVOLUCION DE LOS DIFERENTES GRUPOS BACTERIANOS EN LECHE
CRUDA SIN TRATAMIENTO DEL SLP.

A continuaciéon se presentan los resultados de la evolucion de los distintos grupos de
bacterias, de la leche control (sin tratamiento), para las tres especies en las distintas
estaciones evaluadas.

Figura 7. Evolucién de los mesdfilos totales viables en las tres especies, seglin momento del muestreo,
en las leches control.
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Abreviaturas: V,V: bovinos en verano, V,I: bovinos en invierno, V,P: bovinos en primavera,
O,P: ovinos en primavera, O,V: ovinos en verano, C,P: caprinos en primavera, C,V: caprinos
en verano.

Como se puede observar en la Figura 7, analizando las tres especies en conjunto
los mayores conteos de mesofilos aerobios totales en el dia cero (toma de la muestra), se
registraron durante el verano. En cambio si observamos la evolucion de los recuentos a las
24, 48 y 72 horas, para el caso de ovejas y cabras, los conteos son superiores en los
muestreos realizados en la primavera.

Para el caso de la leche de cabra, los recuentos iniciales registrados en primavera
(UFC/ml s = 2,6 x 105), se multiplicaron por 6,4 veces al cabo de 72 horas (UFC/ml 7,
= 1,66 x 10%), y para los ovinos, en el mismo periodo de tiempo, los recuentos iniciales
(UFC/ml ¢ ps = 3,6 x 104) se multiplicaron por 9 veces (UFC/ml 7, ns= 3,24 x 10° ). En el
caso de la leche caprina el mayor incremento de las UFC/ml en dicha estacion puede estar
asociado, a los bajos contenidos de SCN- detectados en este estudio, y para el caso de la
leche ovina, los menores recuentos alcanzados pueden ser explicados por la alta actividad
natural del SLP y al poder buffer propio de esta leche.
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En todos los casos se debe considerar que la microflora presente en los diferentes
nichos varia, y el sistema puede tener un efecto bactericida sobre ciertos géneros y
especies; y bacteriostatico sobre otros (Seifu, et al; 2004).

Figura 8. Evolucion de la microflora psicrétrofa viable en las tres especies, segiin momento del

muestreo
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Tratamiento
Abreviaturas: V,V: bovinos en verano, V,I: bovinos en invierno, V,P: bovinos en primavera,
O,P: ovinos en primavera, O,V: ovinos en verano, C,P: caprinos en primavera, C,V: caprinos
en verano.

Analizando los datos de la microflora psicrotrofa de las tres especies en los distintos
momentos muestreado, vemos que los recuentos de UFC/mL, siempre son mayores en la
estacion estival con respecto a las otras. En este punto se debe considerar que en esta
estacion es donde el recuento de mesofilos es mayor. Es de esperar que los mayores
conteos de psicrotrofos en el verano estén dados porque parte de la microflora mesofila
(Enterobacterias) se comporta como psicrotrofa.

Como se puede ver en la Figura 9, existe una relacion directa entre la cantidad de
mesofilos viables totales, y la proporcion de bacterias psicrotrofas. Cuando los recuentos
de bacterias mesofilas son mayores, existe una mayor cantidad (UFC/ml) de bacterias
psicrotrofas, pero en términos porcentuales representan una proporcion menor del total,
siendo ésta mayor durante el invierno. De la misma manera ocurre con el grupo de las
enterobacterias. A modo de ejemplo, en la leche bovina, el porcentaje de bacterias
psicrétrofas, con respecto a los mesofilos totales en la muestra control (sin tratamiento), en
el dia cero fue 8,1%, 2,2% y 11%, en verano, primavera e invierno respectivamente.
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Por su parte la leche cruda bovina presento, conteos de psicrétrofos en invierno,
superiores a los de primavera, aumentando estos en forma importante, en la leche control
al cabo de 72 horas (el aumento de los recuentos fue de 22 veces).

Transcurridas las 72 horas del muestreo, la leche que presentd el mayor contenido de bacterias
psicrétrofas fue la leche caprina, con un recuento de 2,5 x 10° UFC/mL, para el muestreo
realizado en el verano.

Fig. 9 Recuentos de bacterias (mesofilos totales, enterobacterias y psicrotrofos), en
leche cruda bovina, en los tres momentos evaluados.
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Figura 10 Evolucion de las enterobacterias en las tres especies, segiin momento del muestreo.
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Tratamiento

Abreviaturas: V,V: bovinos en verano, V,I: bovinos en invierno, V,P: bovinos en primavera,
O,P: ovinos en primavera, O,V: ovinos en verano, C,P: caprinos en primavera, C,V: caprinos
en verano.

Para el grupo de las enterobacterias se repite, como en los casos anteriores, la
mayor abundancia de estos, en la estacion estival con respecto a los demds momentos
muestreados.

Tanto para la leche cruda caprina como para la bovina, al 4* dia muestreado
se registraron los mayores recuentos para este grupo de bacterias, siendo los mismos,
5,0 x 10° UFC/mL y 4,0 x 10° UFC/mL respectivamente.

Para el resto de los muestreos, como se puede observar en el grafico 10, los
valores registrados, no superaron las 1,6 x 10° UFC/mL.
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Figura 11. Evolucion de los estafilococos en las tres especies, segiin momento del
muestreo
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Tratamiento
V,V:vaca en verano, V,I: vaca en invierno, V,P: vaca en primavera,
O,P: oveja en primavera, O,V: oveja en verano, C,P: cabra en primavera, C,V: cabra en verano.

En cuanto al grupo de los estafilococos, el verano continta siendo la estacion en la que se
registraron los mayores recuentos de UFC/mL. En el caso de la leche cruda bovina en
invierno el recuento es alto y se asocia en esta época, a la presencia de mastitis.

Durante todo el muestreo, la leche cruda bovina fue la que presento los mayores recuentos
para este grupo de bacterias, pero en el transcurso de las 72 horas del mismo, las leches
crudas ovina y caprina también alcanzaron valores similares, y elevados de 1,0 x 10°
UFC/mL para ambas (el N° de UFC/mL se multiplicoé por 6 veces aproximadamente en
las dos leches, en los 3 dias).

En leche cruda bovina los recuentos registrados en el invierno superaron a los encontrados en
la primavera, alcanzando las 5,0 x 10* UFC/mL a las 72 horas del anélisis.
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio permiti6 establecer niveles de activacion del SLP y su actividad en la
microflora en leche cruda ovina, bovina y caprina.

La concentracion de tiocianato en la leche cruda fue mayor para la leche ovina de 28,23
mg/l para las dos épocas evaluadas, incrementando a 33,41 mg/l con el tratamiento a la
dosis recomendada (CODEX ALIMENTARIUS, 2000). En relacion a este punto hay que
resaltar que la concentracion de tiocianato es mayor a todas las especies animal estudiadas,
debido a los habitos de pastoreo de los ovinos, al seleccionar rebrotes y leguminosas que
contienen compuestos cianogénicos en niveles considerados.

En primavera se reduce la carga de psicrotrofos con el tratamiento 2, en mas del 90 %, y
en relacion a enterobacterias en la misma estacion un 83 %.

La concentracién de tiocianato en leche cruda caprina, es la que presentd menores
concentraciones de tiocianato, de 7,2 mg/l en primavera y 10,56 mg/l en verano. Al activar
el SLP con el tratamiento 2, el mismo duplicé la concentracion original en verano y la
triplicd en primavera. En relacion a la disminucion de la carga microbiana fue para:

a) psicrotrofos entre 86,6 % y 70 % en primavera y verano respectivamente.

b) enterobacterias, 70 % en verano.

En relacién a este punto es claro que el efecto fue mayor sobre psicrotrofos en primavera
donde existe predominancia de este tipo de microflora.

La concentracion de tiocianato en leche cruda bovina fue de 12,53 mg/l. Al activar el SLP,
con los dos niveles de tratamiento, la concentracion de tiocianato aumento, y se mantuvo
por 72 horas, llegando a 16 mg/l. Esta concentracion de acuerdo a antecedentes
bibliograficos es suficiente para sostener la actividad antimicrobiana previa al
procesamiento artesanal o industrial de la leche. La reduccion de la carga microbiana para
a) psicrotrofos es del 91 % en verano, con un recuento mayor de mesoéfilos aerobios (casi
5 x 10°) con el tratamiento 2. En invierno el recuento de psicrotrofos fue de 6.6 x 10* con
el mismo tratamiento la reduccion fue hasta 80 %, partiendo de un recuento de mesoéfilos
aerobios menor. En esta época es donde es claro el deterioro de la leche en el tanque de
frio por las enzimas liberadas por este grupo de microorganismos, y su control es radical
b) Enterobacterias, el porcentaje de reduccion de la carga microbiana fue entre 30 y 67 %
a las 24 horas de aplicado el tratamiento 2, e independientemente de la estacion del afio.

En relacion a los recuentos de mesofilos aerobios en la leche cruda bovina, ambos
tratamientos redujeron este tipo de microflora en mas de un 70 % (en primavera) y en mas
de 36 % (en verano, al igual que invierno). Mientras que para la leche ovina el tratamiento
2 fue el mas eficiente en reduccion de viables totales, entre 20 y 40 % (primavera —
verano). En esta especie animal es mayor el efecto (disminucion de los recuentos) fue en
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los grupos de enterobacterias y psicrotrofos. Asimismo, en leche caprina el control es
mayor en los dos tratamientos en verano, disminuyendo la carga mesofila entre 33 a 68 %.

En la busqueda de nuevas alternativas tecnoldgicas que nos permitan mantener la calidad
de la leche por més tiempo en el tanque de frio antes de ser procesada, la activacion del
SLP puede ser una gran opcion de interés en la industria lactea uruguaya, de acuerdo a los
datos obtenidos en este proyecto de investigacion.
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8. RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) Medir las concentraciones de tiocianato, para
las tres especies en distintos momentos del afio. 2) Evaluar el efecto de distintas
concentraciones de los componentes que activan el SLP, sobre la carga microbiana. 3)
Determinar el efecto de los distintos tratamientos, sobre la microflora residente en la leche
en distintos momentos del afio. Las muestras de leche bovina, fueron obtenidas del tambo
del sefior Ricardo Posse (Santa Lucia, departamento de Canelones); y las muestras de
leche caprina y ovina del INIA Las Brujas. El periodo de muestreo para la leche bovina
fue desde septiembre del 2002, hasta mayo del 2003, y para la leche caprina y ovina fue
desde octubre del 2002 hasta febrero del 2003. Las muestras se obtuvieron en recipientes
estériles desde el tanque de frio en el momento del ordefie, las mismas se procesaron
dentro de las dos horas inmediatas al mismo. A partir de las muestras de leche cruda de las
tres especies, se tomaron 3 alicuotas de 300 ml, una de las cuales se mantuvo como control
y las dos restantes fueron sometidas a tratamiento. Fueron consideradas dos
concentraciones de los reactivos, T1 y T2. La primera representa una adicion de tiocianato
del orden de 4.66 mg/l y la segunda equivale a la adicién de 14 mg/l de tiocianato. En
cuanto a la concentracion de tiocianato, registrada en las tres especies, la leche cruda ovina
fue la que presentd los mayores valores de dicho compuesto, siendo de 28,2 mg/l para las
dos estaciones evaluadas, alcanzando una concentracion de 33,41 mg/l, con el tratamiento
2 (14 mg/l de SCN). Por su parte la leche cruda caprina, fue la que presentd la menor
concentracion de este compuesto, siendo de 7,2 mg/l en primavera y 10,56 mg/l en verano.
Al activar el SLP con el tratamiento 2, el mismo duplicé la concentracion original en
verano y la triplicé en primavera. La leche cruda bovina presentd valores intermedios
entre las dos leches anteriores, encontrandose un valor promedio de12,53 mg/l. Al activar
el SLP, con los dos niveles de tratamiento, la concentracion de tiocianato aumento, y se
mantuvo por 72 horas, llegando a 16 mg/l. Con respecto a los dos tratamientos evaluados
(T1= 4,66mg/l y T2= 14mg/l), el T2 fue el que presentd6 mayores porcentajes de
disminucion de los recuentos de los distintos grupos microbianos evaluados. Dentro de
éstos el grupo de bacterias mas sensible a los tratamientos fueron los psicrétrofos. Para los
ovinos, el T2 en primavera redujo los recuentos de psicrotrofos en mas de un 90%, para
los caprinos la reducciéon fue de un 86,6 % en primavera y de 70% en verano, y para la
leche cruda bovina, los porcentajes de disminucion fueron de 91% y 80% en verano e
invierno respectivamente. En cuanto al efecto del tratamiento, sobre el grupo de las
enterobacterias, para los ovinos los porcentajes de disminucion para el T2 fueron de 83%,
para los caprinos en verano el porcentaje de disminucion fue de 70%, y para los bovinos,
los porcentajes de disminucion estuvieron entre 30 y 67% independientemente de la
estacion del ano. Para el grupo de mesoéfilos totales, en leche cruda ovina el T2 redujo los
recuentos en 20 y 40% en primavera y verano respectivamente, en leche cruda caprina los
porcentajes de disminucion para el T2 en verano, estuvieron entre 33 y 68%, y para la
leche bovina, ambos tratamientos redujeron los recuentos de mesofilos totales en la
primavera al 70%, y en verano e invierno la disminucion fue mayor al 36%.
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