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RESUMEN

Para evaluar la calidad fisicoquimica, higiénica y sanitaria de
la leche cruda almacenada en los silos refrigerados de cuatro
industrias localizadas en los estados Zulia, Trujillo y Mérida se
tomaron 107 muestras en total durante un afio. A las muestras
le fueron determinadas: pH, acidez titulable, proteina total,
contaje de bacterias mesofilas y psicrétrofos totales; psicrétro-
fos proteoliticos y lipoliticos y recuento de células somaticas
totales.Los datos fueron procesados mediante andlisis de va-
rianza usando el SAS. Los promedios de pH, acidez y proteina
total obtenidos indican una buena calidad fisicoquimica. La ca-
lidad higiénica fue deficiente y se caracterizd por elevados
contajes de mesdfilos y psicrétrofos totales y una alta propor-
cion de psicrotrofos proteoliticos sobre todo, en aquellas
muestras almacenadas por dos o mas dias antes de ser pro-
cesadas. Los promedios de células soméaticas fueron menores
de 400.000 cel/mL, limite dentro del cual las propiedades tec-
nolégicas de la leche son consideradas aceptables. Los pro-
medios mas elevados de células soméaticas se obtuvieron du-
rante la estacion seca.
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ABSTRACT

In order to evaluate the physical-chemical, hygienic and sani-
tary quality of stored refrigerated raw milk in four dairy indus-
tries located in the states of Zulia, Trujillo and Mérida; a total of
107 samples were collected during one year. Milk was ana-
lyzed for pH, titratable acidity, total protein, total mesophilic
bacteria count, total psychrotrophic bacteria count, proteolytic
and lipolytic psychrotropic counts and somatic cell counts.
Data was processed by variance analysis with SAS proce-
dures. The mean values for pH, titratable acidity and total pro-
tein indicated good physical-chemical quality. The deficient hy-
gienic quality was characterized by high counts of mesophilic
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and psychrotrophic bacteria and high proportions of proteolytic
psychrotrophs in samples with two or more days of storage be-
fore processing. The somatic cell counts averages were less
than 400000 cell/mL, which is the threshold value for the tech-
nological properties of raw milk which are considered accept-
able. The highest somatic cell count means were obtained dur-
ing the dry season. Correlation between bacterial counts and
somatic cell counts were high.

Key words: Raw milk, psychrotrophic bacteria, proteolysis.

INTRODUCCION

La calidad de la leche segun Alais [1] puede considerar-
se desde dos aspectos esenciales que no son independientes
uno del otro. La calidad quimica corresponde a su composi-
cion, caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, valor nutri-
tivo; que deben encontrarse en un nivel favorable que permita
conservar diferentes aptitudes que son importantes en el pro-
ceso, como: estabilidad térmica, calidad de conservacion, coa-
gulabilidad enzimética, desarrollo de bacterias lacticas, etc. La
calidad higiénica esté relacionada con la carga y tipo de micro-
organismos, con la flora inocua y la flora productora de enzi-
mas termorresistentes, estas Ultimas potencialmente causan-
tes de accidentes de fabricacion.

La refrigeracion ha resuelto desde hace muchos afios,
los problemas de proliferacién microbiana y sus consecuen-
cias en el deterioro de la leche, pero han surgido otros proble-
mas originados por los microorganismos psicrotrofos, sobre
todo cuando la refrigeracion se prolonga por varios dias antes
de su procesamiento [12]. Cuando el nimero de psicrétrofos
es considerable pueden causar alteraciones en las caracteris-
ticas sensoriales y defectos fisicos en los productos elabora-
dos debido a la actividad proteolitica y lipolitica; por tanto su
determinacion es Util para evaluar la calidad microbiolégica de
la leche que ha sido sometida a refrigeracion [32].

La determinacion de psicrétrofos en leche refrigerada es
un criterio que aun no ha sido considerado por nuestro sistema
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de normalizacién, a pesar de que la mayoria de nuestras In-
dustrias lacteas manejan volimenes apreciables de leche fria
para la produccion de quesos madurados.

La calidad sanitaria esta referida al recuento de células
somaticas. Estas son principalmente células defensivas o leu-
cocitos y en menor cantidad, células de descamacion del epi-
telio glandular que se vuelcan en la leche producto del funcio-
namiento normal de la glandula mamaria [22]. El recuento de
células sométicas constituye un parametro de gran valor diag-
nostico para establecer el nivel sanitario de la glandula mama-
ria de un animal o un rebafio [11]. Heeschen [18] sefala que el
recuento de células somaticas cumple una doble funcién:
como indicador de las condiciones sanitarias del rebafio y de
la calidad tecnologica de la leche destinada a procesos. Cuan-
do se encuentran altos contenidos de células soméaticas no se
debe pensar so6lo en las infecciones por patégenos como cau-
sa de mastitis sino en otros factores como: farmacoldgicos, fi-
siolégicos y causantes de estrés [12, 18, 22].

Estudios experimentales muestran que la presencia de
un alto nimero de células somaticas en la leche se asocian
con la alteracion en sus caracteristicas quimicas, fisioldgicas y
de manufactura; asi como de los productos elaborados [17,
18, 22]. La normalizacion nacional no establece ningun criterio
sobre el recuento de células somaticas a pesar de ser consi-
derado en muchos paises de tradicion lechera como un para-
metro importante de calidad e implementado en el pago de la
leche.

El propdsito del trabajo fue evaluar la calidad fisicoquimi-
ca, higiénica y sanitaria de la leche cruda almacenada en silos
refrigerados de cuatro industrias lacteas ubicadas en la zona
baja cercana al estado Trujillo determinando posible efecto es-
tacional y la correlacion entre los parametros analizados.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se recolectaron un total de 107 muestras de leche cruda
refrigerada almacenadas en silos de cuatro industrias localiza-
das en los municipios Sucre, Candelaria y Tulio Febres de los
estados Zulia, Trujillo y Mérida, respectivamente. La frecuen-
cia de muestreo fue quincenal durante un afio, cubriendo pe-

riodos de lluvia y sequia. Las muestras de leche se tomaron de
cada silo, los dias lunes antes de iniciar el procesamiento y se
transportaron bajo condiciones de refrigeracion hasta el labora-
torio de Productos Lacteos del Nucleo Universitario Rafael Ran-
gel (NURR) de la Universidad de los Andes, ubicado en el esta-
do Trujillo y se analizaron inmediatamente. Las caracteristicas
mas importantes de las industrias se presentan en la TABLA .

Determinaciones analiticas

— pH: Medicién con pH-metro marca Orién, Modelo 520 A.
— Acidez titulable: Titulacion con NaOH 0,100 N [10].

— Proteina total: Método de Micro Kjeldahl; factor de con-
version de nitrogeno a proteina 6,38 [24].

— Recuento de mesdfilos totales (RMT): Siembra de las di-
luciones en Agar Plate Count e incubacion a 32°C + 1°C
por 24-48 h [8].

— Recuento de psicrotrofos totales (RPT): Siembra de las
diluciones en Agar Plate Count e incubacion a 7°C + 1°C
por 10 dias [15].

— Recuento de psicrotrofos proteoliticos (RPP): Siembra
de las diluciones en Agar Leche e incubacién a 7°C *
1°C durante 10 dias [3].

— Recuento de psicrotrofos lipoliticos (RPL): Siembra de la
diluciones en Agar Tributirina e incubacion a 7°C + 1°C
durante 10 dias [3].

— Recuento total de células somaticas (RCST): Método de
contaje microscopico directo [16]. En la tincion de los ex-
tendidos de leche se empleé el colorante de
Broadhurst-Paley [29].

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de
varianza utilizando el procedimiento del Modelo Lineal General
del paquete estadistico SAS[31], bajo el ambiente UNIX para
red, para IBM RS6000, instalada en el Centro Nacional de Cal-
culo de la Universidad de los Andes (CeCalCula). Cuando se
apreciaron diferencias significativas entre las medias estas
fueron separadas mediante la prueba de comparacién mdultiple
de Duncan (P< 0,05). Adicionalmente, se establecieron corre-
laciones entre las variables evaluadas.

TABLA |
CARACTERISTICAS DE LAS INDUSTRIAS LACTEAS *

Industria Municipio/Estado Volumen de leche N° de silos y Temp. Volumen de leche  Tipo de queso  Tiempo de Almac.
recibida L/dia Almac. para queso (dias)
1 Sucre/Zulia 170.000 5/4-6°C 170.000 Madurado 2-3
2 Candelaria/Truijillo 138.000 7/4°C 138.000 Madurado y Fresco 2-3
3 Sucre /Zulia 49.000 1/4°C 28.000 Fresco <1
4 T. Febres/Mérida 135.000 1/<4°C 30.000 Fresco 2

* Informacién suministrada por las industrias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA Il se presentan los resultados de las prue-
bas fisicoquimicas, microbiolégicas y recuento de células so-
maticas, en promedios y desviacion estandar.

De las variables analizadas pH, acidez titulable, y protei-
na total sélo para acidez titulable de la leche se obtuvo signifi-
cancia (P<0,05).

El promedio total de pH se ubica en el rango normal con-
siderado para este producto 6,5 a 6,7 [6]. Promedios similares
de 6,45; 6,49; 6,60 y 6,65 han sido reportados en muestras de
leche de fincas de las zonas altas y bajas del estado Truijillo [4,
5, 23, 27]. El promedio total de acidez titulable obtenido se si-
tia dentro de los requisitos exigidos en la Norma COVENIN
903 [9]. Los valores obtenidos en la presente investigacion son
menores a los valores reportados para leches de fincas de las
zonas bajas del estado Trujillo [4, 23, 25, 27]. En la FIG. 1 se
observa variacion entre el porcentaje de acidez titulable de las
leches siendo la industria 1 la responsable de esta variacion
(P<0,05).

El promedio de proteina total de la leche cruda refrigera-
da presentado en la TABLA Il muestra que el producto cumple
con el requisito de la Norma COVENIN 903 [9], a pesar de que
los valores referidos en este estudio provienen de diferentes
distritos que conforman la zona baja cercana al estado Trujillo.
Este valor es similar al reportado por Boscan [6] para la leche
del distrito Colén en el estado Zulia (3,6%) y ligeramente supe-
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FIGURA 1. PROMEDIO ACIDEZ TITULABLE (mL NaOH
0,1N/100 mL) DE LECHE REFRIGERADA DE SILOS DE
LAS INDUSTRIAS.

rior al de 3,5% hallado para el distrito Sucre del estado Zulia y
estado Trujillo [27]; pero superior a 3,0% hallado en el estado
Mérida [26]. Estos valores probablemente se deben a que las
muestras de Mérida provienen mayoritariamente de rebafios
Holstein, mientras que de los estados Zulia y Trujillo derivan
de rebafios mestizos, algunos Pardo suizo y Ceb [26].

Las variables analizadas permiten sefialar que la leche
cruda almacenada en los silos refrigerados de las industrias
estudiadas posee una buena calidad que permite su estabili-
dad fisicoquimica y conservacion hasta el momento de su pas-
teurizacion, los factores que producen esa estabilidad estan
estrechamente ligados a la acidez, pH y las proteinas [7].

Los recuentos bacterianos fueron no significativos para
todos los grupos microbianos analizados. El promedio de RMT
mostrado en la TABLA Il ubica a todas las muestras dentro de

TABLA I
PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTANDAR DE PARAMETROS FISICO-QUIMICOS HIGIENICO Y SANITARIO
DE LA LECHE REFRIGERADA

Parametro Industria Promedio
1 2 3 4

pH 6,53 + 0,15 6,50 + 0,16 6,60 + 0,12 6,53 + 0,35 6,54 + 0,18
Acidez mL NaOH
0.1N /100 mL leche 18,02 + 0,31 16,00 + 0,15 16,00 + 0,19 16,0 + 0,09 17,0 £ 0,23
Proteina 3,52 +0,39 3,69 + 0,27 3,56 + 0,29 3,48 + 0,38 3,54+ 0,35
Total%
RMT 5,2x107 + 0,26 5,7x107 + 0,23 1,7x107 + 0,23 3,3x107 £ 0,21 3,6x107+ 0,24
UFC/mL
RPT 1,9x107 + 0,21 1,7x107 + 0,23 0,9x107 + 0,23 0,6x107 + 0,22 1,1x107+ 0,24
UFC/mL
RPP 6,1x10% + 0,26 7,2x10% + 0,27 2,5x10% + 0,32 1,4x10° + 0,31 3,6x105+ 0,30
UFC/mL
RPL <100 <100 <100 <100 <100
UFC/mL
RCST 263026 + 0,22 331000 + 0,24 363078 + 0,22 389045 + 0,22 331131+ 0,22
Cel/mL

RMT= recuento total de meséfilos. RPT= recuento total de psicrétrofos. RPP= recuento de psicroétrofos proteoliticos.
RPL= recuento de psicrétrofos lipoliticos. RCST= recuento total de células somaticas.

a,b: medias con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,05).
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la categoria de leches sin clasificacion de la Norma COVENIN
903 [9], resultado evidente de una contaminacién alta inicial
que favorece la multiplicacion bacteriana y el deterioro de la le-
che que ingresa en los silos de las industrias. En investigacion
anterior hecha con muestras de leche cruda refrigerada en
tanques de dos haciendas del estado Trujillo se hallé un pro-
medio de 2,Ox107 UFC/mL valor menor a los presentados en la
TABLA Il [25].

El promedio de RPT que se muestra en la TABLA Il es
mayor a los hallados por Favale y col. [14] en leches de recep-
torias de tres industrias de la zona de Santa Fe, Argentina
(>5x105UFC/mL); por Villar y col. [32] en leches refrigeradas
de ocho haciendas de la region de Cantabria, Espafia
(2,2x104 UFC/mL); por Hernandez y Clavijo [19] en haciendas
del estado Aragua (9,6x106 UFC/mL) y Diaz [12] en hacien-
das de las zonas altas del estado Mérida (2,0x105 UFC/mL)
[12, 14, 19, 32].

Jaspe y col. [21] sefialan que en una leche producida
bajo estrictas condiciones higiénicas con un promedio de 10*
gérmenes/mL, el porcentaje de bacterias psicrétrofas no supe-
ra el 10% de la flora mesoéfila inicial, en cambio en condiciones
higiénicas desfavorables esta proporcion puede ser superior al
75%, llegando a ser totalmente dominante durante la refrigera-
cion. El porcentaje hallado en este trabajo (93%) confirma las
deficientes condiciones de recoleccion de la leche recibida por
las industrias.

Si bien no existe normativa sobre el nimero de psicro-
trofos que debe presentar una leche cruda, es deseable su
presencia en bajo nimero, puesto que aun cuando las bacte-
rias viables puedan ser inactivadas por el tratamiento térmico,
las enzimas termoresistentes pueden provocar disminucién de
la vida media de los derivados [13, 21, 28].

El promedio de RPP presentado en la TABLA Il se ubi-
ca entre los reportados por Villar y col. [32] en leches crudas
de ocho haciendas del area de Cantabria, Noreste de Espafia
(0,3x105 UFC/mL), Favale y col. [14] en leches de receptorias
de tres industrias de la cuenca Santafesina, Argentina
3,9 x10° UFC/mL); y Alvarez [2] en leches crudas de tanques
refrigerados de haciendas en México (6,7x10° UFC/mL) [2,
14, 32].

Los valores de RPL fueron <100 UFC/mL para todas las
industrias analizadas, TABLA Il. Estos resultados son menores
a los reportados por Favale y col. [14] en 11% de las muestras
de receptorias de empresas de Santa Fe, Argentina (>4,9x105
UFC/mL) y Villar y col. [32] en muestras de ocho haciendas,
de la regién de Cantabria (O,lxlO5 UFC/mL). La alta propor-
cién de proteoliticos sobre lipoliticos alerta sobre potenciales
problemas tecnoldgicos durante la transformacién de la leche
[14, 32].

En relacion a la calidad higiénica, la presencia de eleva-
dos contajes de mesdfilos y la alta proporcién de bacterias psi-
crétrofas halladas en las muestras es indice de una higiene in-

suficiente y de un manejo inadecuado de la etapa de almace-
namiento en frio de la leche [1].

Aun cuando las muestras provenientes de las industrias
3y 4 registraron los menores promedios de contajes posible-
mente debido a que procesan menor volumen de leche y la al-
macenan por menor tiempo (TABLA 1) la calidad microbiol4gi-
ca en general fue deficiente, haciendo a las muestras no aptas
para ser conservadas en refrigeracion para la produccion de
queso.

La calidad sanitaria, medida por el RCST se muestra en
la TABLA II. El 76% de la muestras analizadas indican que la
calidad sanitaria fue en general buena. Atendiendo a la clasifi-
cacion de Philpot 1984, citado por Contreras [11] las mismas
se sitlan en la categoria de leches mezcla sin infeccién masti-
tica probable, con menos de 400.000 cel/mL. Este valor es
considerado como el umbral inferior dentro del cual las aptitu-
des tecnoldgicas de la leche todavia son aceptables [18].

En la TABLA Il se detallan los promedios por estacién
de todos los parametros analizados.

Se observa ligera tendencia aunque no significativa al
aumento de la proteina total durante el periodo de lluvias coin-
cidiendo con los resultados de Hernandez y col. [20] en mues-
tras de leche cruda del estado Zulia (3,44%) y de Sanchez [26]
en muestras de leche de las zonas altas del estado Mérida
(3,10%). En cambio la carga microbiana de mesdéfilos y psicré-
trofos totales tiende al incremento durante la estacién seca.
Roman y col. [25] sefialan incremento significativo (P<0,05) del
recuento total de la leche cruda refrigerada de haciendas du-
rante la estacion seca (2,1x10" UFC/mL).

La calidad sanitaria fue estadisticamente significativa
(P<0,05). Los resultados sefialan que la leche de la industria 4
registré los mayores promedios de RCST en la estacion lluvio-
sa, cuando la tendencia estacional ubica al resto de promedios
de recuentos en época seca (FIG. 2). Valores elevados de re-
cuentos de células sométicas en la época de verano han sido
asociados con una alta incidencia de mastitis clinica [17, 29],
al estrés ocasionado por las altas temperaturas que incremen-
tan la susceptibilidad a la infeccion por patdégenos [17, 30].
Contrariamente, en nuestro pais se ha sefialado que el mayor
nuamero de casos de mastitis clinicas suelen observarse en el
periodo de lluvias, coincidiendo con elevados valores de re-
cuentos de células sométicas en la leche [11].

Correlaciones

Las correlaciones entre los parametros fisico-quimicos y
los recuentos microbianos y los recuentos de células somati-
cas fueron bajos; en cambio entre los recuentos microbianos y
las células somaéticas fueron altos, TABLA IV.

La correlacion entre la flora mesdfila total y la flora psi-
crétrofa total es menor al de 0,82 obtenido por Villar y col. [32],
en muestras de leche cruda almacenadas en tanques de ha-
ciendas de la region de Cantabria, Espafia, sefialando que el
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TABLA Il
PROMEDIOS ESTACIONALES DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS, HIGIENICO Y SANITARIO
DE LA LECHE REFRIGERADA

Parametro Industria Promedio
Estacion 1 2 3 4
pH
S 6,51 6,59 6,58 6,61 6,57
L 6,55 6,37 6,62 6,40 6,49
Acidez mLNaOH
0,1N/100mL 18,0 16,0 16,0 16,0 16,0
S 18,0 17,0 16,0 15,0 17,0
L
Proteina%
S 3,51 3,65 3,58 3,40 3,54
L 3,51 3,80 3,55 3,61 3,62
RMT (UFC/mL)
S 3,0 x107 7,0 x107 2,4 x107 2,2 x107 3,3 x107
L 2,7 x107 3,6 x107 0,7 x107 4,8 x107 2,4 x107
RPT (UFC/mL)
S 3,0 x107 2,0 x107 0,6 x107 0,7 x107 1,3 x107
L 1,0 x107 0,7 x107 1,0 x107 0,4 x107 0,3 x107
RPP (UFC/mL)
S 1,4 x10° 0,1 x10° 1,6 x10° 0,2 x10° 1,5 x10°
L 0,1 x10° 0,8 x10° 3,4 x10° 2,8 x10° 3,0 x10°
RCST (cel/mL)
S 2,4 x1052 3,3x10%2 3,3x1052 2,8 x1052 2,9 x10°
L 2,2 x1052 2,6 x10°2 3,5x1052 4,8 x10°P 3,0 x10°
RMT= recuento total de mesoéfilos. RPT= recuento total de psicrétrofos. RPP= recuento de psicrotrofos proteoliticos.
RCST= recuento total de células somaticas. S: estacion seca. L: estacion lluviosa.
a,b: medias con diferente superindice difieren significativamente (P <0,05).
mismo puede ser indicativo de manipulacién inadecuada de la .
leche durante la produccion; que conduce a la proliferacion de TE' 5,8 1
psicrétrofos sobre la superficie de equipos deficientemente lim- 3 5,6 -
pios y/o condiciones inadecuadas durante el almacenamiento ; 54 as
posterior. li:’, N mL
La correlacion entre la flora total y la proteolitica es ma- 8 9,2 1
yor a la reportada por Alvarez [2] en leches crudas de tanques X 5|
refrigerados de haciendas en México (0,35). Las elevadas car- 1 2 3 4

gas de psicrotrofos totales y proteoliticos compromete la apti-
tud de la leche para su tratamiento tecnolégico, encontrandose
una alta correlacion entre los mismos (0,99).

CONCLUSIONES

Las variables analizadas permiten sefialar que la leche
cruda almacenada en los silos refrigerados de las industrias in-
vestigadas presenté una buena calidad fisicoquimica, con va-
lores de pH, acidez titulable y proteina total dentro de los limi-
tes sefialados en la normativa para este producto.

La calidad higiénica fue deficiente y se caracteriz6 por
elevados recuentos de mesofilos y psicrotrofos totales. La alta
proporcion de proteoliticos dentro de la flora psicrotrofica com-
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FIGURA 2. PROMEDIO ESTACIONAL DE CELULAS SOMA-
TICAS DE LECHE REFRIGERADA DE LAS INDUSTRIAS.

prometen la aptitud de la leche para su transformacion. A pe-
sar de no hallarse diferencias significativas los promedios de
mesofilos, psicrétrofos y proteoliticos fueron mayores en las le-
ches de las industrias 1 y 2 que almacenan la misma por mas
tiempo antes del procesamiento.

Los promedios de recuento de células somaticas totales,
se hallaron por debajo de 400.000 cel/mL, lo cual es indicativo
de leches con calidad sanitaria aceptable. La mayoria de los
promedios fueron elevados en la estacion seca.
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TABLA IV
COEFICIENTES DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE LOS CONTAJES MICROBIANOS Y LAS CELULAS SOMATICAS
DE LECHE CRUDA REFRIGERADA

LRMT LRPT LRPP LRCST
LRMT 1,000
LRPT 0,679 1,000
LRPP 0,681 0,991 1,000
LRCST —0,593 —0,890 —-0,822 1,000

LRMT= log recuento total de mesdfilos.
LRPP= log recuento psicrétrofos proteoliticos.
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