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Resumen.

El sector lacteo a nivel mundial constituye uno de los sistemas agroalimentarios de mayor
demanda. No obstante, la leche es considerada uno de los alimentos con mayor indice de
adulteracion debido a su composicion. Dentro de los adulterantes mas comunes de la leche se
encuentran el agua, neutralizantes para camuflar los niveles de acidez y el lactosuero que altera los
valores de densidad y proteina en la leche. Sobre esta base, en L&cteos La Esmeralda, una empresa
dedicada a la fabricacion de leche UHT, se llevo a cabo una evaluacion de los principales
parametros de calidad fisicoquimicos y microbioldgicos en siete rutas de leche cruda ingresadas a
la planta de procesamiento durante los meses marzo, abril y mayo de 2024. A nivel fisicoquimico
se analizaron aspectos como; densidad, contenido de grasa, acidez titulable y contenido de
proteina, estos se determinaron manualmente y también con ayuda de un Ekomilk. De otra parte,
entre los pardmetros bioldgicos se incluyd el recuento de aerobios meséfilos, la prueba de
reductasa y el recuento de células somaticas. Finalmente, se efectud la identificacion de la
presencia de glicomacropéptido de caseina (cGMP) a nivel cualitativo con el uso de un kit de
deteccidn rapida, asi como su determinacion cuantitativa mediante andlisis por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) con el apoyo de un laboratorio externo. Los resultados
demuestran que la leche cruda objeto de analisis cumple con los requisitos fisicoquimicos
establecidos por el Decreto 616 de 2006. El recuento de aerobios mesofilos evidencid que el 29%
de las rutas cumplieron con altos estandares de calidad. La prueba de reductasa mostré que el 38%
de las rutas presentaron leche de buena calidad. Por ultimo, el 43% de las rutas presentaron niveles
satisfactorios en el recuento de células somaticas. En conclusion, estos resultados indican que la
calidad global de la leche es aceptable, pero se requiere vigilancia y medidas correctivas en

términos de calidad microbioldgica.



Palabras Claves: adulteracion, glicomacropéptido, leche cruda, seguridad alimentaria.
Abstract.

The dairy sector worldwide is one of the most in-demand agri-food systems. However,
milk is considered one of the foods with the highest rate of adulteration due to its composition.
Among the most common adulterants in milk are water, neutralizers to camouflage acidity levels,
and whey, which alters the density and protein values in milk. On this basis, Lacteos La Esmeralda,
a company dedicated to the manufacture of UHT milk, carried out an evaluation of the main
physicochemical and microbiological quality parameters in seven routes of raw milk entering the
processing plant during the months of March, April and May 2024. At the physicochemical level,
aspects such as density, fat content, titratable acidity and protein content were analyzed, these were
determined manually and with the help of an Ekomilk. On the other hand, the microbiological
parameters included the mesophilic aerobic count, the reductase test and the somatic cell count.
Finally, the presence of casein glycomacropeptide (cGMP) was identified qualitatively using a
rapid detection kit and its quantitative determination by high-performance liquid chromatography
(HPLC) analysis with the support of an external laboratory. The results showed that the raw milk
analyzed complies with the physicochemical requirements established by decree 616 of 2006. The
mesophilic aerobic count showed that only 29% of the routes met the quality standards. The
reductase test indicated that 38% of the routes presented good quality milk. Likewise, 43% of the
routes presented low somatic cell counts. In conclusion, these results indicate that the overall
quality of milk is acceptable, but monitoring and corrective measures are required in terms of

microbiological quality.

Keywords: glycomacropeptide, raw milk, food safety, adulteration.
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1. Introduccion

La leche es un alimento completo, fuente esencial de nutrientes, incluyendo proteinas,
calcio y vitaminas vitales (A, C, D, E, K, B1, B2, B6 y B12) para una dieta equilibrada en el ser
humano; Debido a su composicion, es una materia prima costosa (Fernandez et al., 2015). El sector
lacteo a nivel mundial constituye uno de los sistemas agroalimentarios de mayor demanda y
competitividad. En tal sentido, el control de calidad de la leche cruda en las plantas de
procesamiento resulta crucial para garantizar la seguridad y la salud de los consumidores. Lo
anterior asegura que la leche cumpla con los estandares microbioldgicos y de composicion
necesarios para prevenir enfermedades y mantener el valor nutricional de los productos lacteos.
Ademas, un control riguroso de calidad protege la reputacion de las marcas, reduce pérdidas
econdmicas por productos no conformes y promueve practicas sostenibles en toda la cadena de

suministro (Cuesta de Santos, 2018).

En la Gltima década, la industria lactea ha enfrentado nuevos desafios frente a la accién
fraudulenta de aditivos alimentarios. La leche es considerada uno de los alimentos con mayor
indice de adulteracion debido a su composicion (Aquino et al., 2014). Dentro de los adulterantes
mas comunes de la leche se encuentran el agua, neutralizantes para camuflar los niveles de acidez,
sal, azcar, almidones, entre otras sustancias como el lactosuero que ayudan a corregir los valores

de densidad y proteina en la leche (Santos et al., 2013).

A raiz de esta problematica, se han adoptado un conjunto de procedimientos fisicoquimicos
cruciales en el analisis de calidad de la leche. Estas pruebas abarcan diversos aspectos por ejemplo,
contaminantes microbioldgicos (Guerrero, 2012). Actualmente, en Colombia, los parametros de
calidad para el procesamiento de leche cruda son establecidos por el Decreto 616 de 2006. En

efecto, esta normativa presenta las directrices de obtencion y procesamiento no solo de la leche
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cruda, sino de derivados lacteos. Entre los parametros mencionados por el mismo se destacan el
contenido de proteina, contenido de grasa, acidez titulable, punto de crioscopia y limites para el
recuento de bacterias en aerobios mesofilos, celulas somaticas y prueba de reductasa (Decreto

616., 2006), (NTC 399, 2002).

El control en los parametros antes mencionados son una via de aseguramiento de
calidad,reduciendo el riesgo de intoxicaciones alimentarias al consumir el producto final,se sabe
que la leche es una via potencial para el crecimiento de bacterias patdgenas como Salmonella
E.coli,entre otros microorganismos alterantes , que no solo son un riesgo de salud publica si no
que afectan tambien las caracteristicas organolepticas de la leche cruda ocasionando pérdidas

econdmica notables.

Sin embargo, a pesar de estas regulaciones, se presentan practicas desleales, como la
adicién de suero. Este Gltimo es un subproducto resultado de la precipitacion de la leche durante
la elaboracion del queso, que contiene también un alto valor nutricional. Cuando se agrega de
forma fraudulenta en una etapa de la cadena de produccién lactea, representa un problema en temas
de seguridad alimentaria, dado que se desconocen las caracteristicas de su produccion y
compromete la calidad microbioldgica del producto terminado, generando ademas un engafio al

consumidor (Hernandez & Pefia, 2016).

En Colombia, la industria lactea representa un comercio de rapida expansion, pero con
vacios notables en investigacidn para mitigar la problematica en mencion, lo cual ha sido motivo
de controversia. Como el suero es un componente natural de la leche y no puede diferenciarse
facilmente con pruebas basicas de control, el nuevo reto para las industrias ha sido la busqueda de

técnicas precisas y rapidas para su deteccion en la leche (Murcia et al., 2021).
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En cuanto a la composicion proteica del suero, se evidencia un amplio repertorio de
proteinas que son de gran interés en aplicaciones como alimentos funcionales y suplementos. De
modo que lo que antes era considerado como un desecho, hoy en dia aporta muchos beneficios a
la salud del ser humano (Bernal, 2022). Partiendo de esto, al analizar dichas proteinas, se destaca
que corresponden a un sinfin de proteinas individuales presentes de forma natural, a excepcién del
glicomacropéptido de caseina (cGMP), el cual se produce durante el primer paso del
procesamiento del queso (Galindo et al., 2006). Por lo tanto, ha sido considerado como indicador
de adicion de lactosuero en leche. Dado que el cGMP se libera por la accion del cuajo sobre la
kappa-caseina, es Unico entre las proteinas séricas solubles y por su estructura rica en aminoacidos

los métodos analiticos se han basado en la determinacion de esta proteina (Murcia et al., 2021).

En este contexto, el uso de cromatografia liquida de alta definicion (High-Performance
Liquid Chromatography) ha sido bien aceptado en la deteccion y cuantificacion de
glicomacropéptido, sin desconocer el hecho de que una fraccion de esta proteina se genera por
accion microbiana 0 procesos enzimaticos originados por practicas de manipulacion y
almacenamiento de la materia prima (Murcia et al., 2021). Esta técnica ha sido descrita
recientemente por el Ministerio de Salud en la nueva Resolucion 2270 de 2023 como el
procedimiento a seguir para establecer valores de referencia de 30 ug-mg/ml de lactosuero en leche

cruda (Resolucién 2270, 2023).

Ahora bien, las medianas empresas lacteas han contrastado los resultados de la
implementacion de técnicas inmunocromatograficas que pueden realizarse de manera rapida y
sencilla en su espacio de recepcion de materia primas, con analisis realizados por HPLC en
laboratorios externos,puesto que es una tecnica muy efectiva en cuantificacion de

glicomacropéptido (Martin et al., 2009).
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En consecuencia, este trabajo tuvo por objetivo evaluar los parametros de calidad
fisicoquimicos, microbiologicos y la presencia de glicomacropéptido de caseina (cCGMP) en leche

cruda de la empresa de lacteos La Esmeralda ubicada en Madrid-Cundinamarca.
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2. Objetivos
2.1.0Dbjetivo General

Evaluar los pardmetros de calidad microbiolégicos, fisicoquimicos y presencia de
glicomacropéptido de caseina (cGMP) en leche cruda de la empresa de lacteos La Esmeralda

ubicada en Madrid-Cundinamarca.

2.2.0Dbjetivos Especificos

» Determinar la condicion microbioldgica y fisicoquimica de la leche cruda de las rutas
que ingresan a la planta de lacteos La Esmeralda.

» ldentificar la presencia de glicomacropéptido de caseina (cGMP) en las rutas de leche
cruda que abastecen la planta de lacteos La Esmeralda mediante el uso del test
inmunocromatografico Stick cGMP.

» Cuantificar la concentracion de glicomacropéptido de caseina (cGMP) en las rutas de
leche cruda que abastecen la planta de lacteos La Esmeralda mediante el uso de

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
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3. Justificacion

La calidad microbioldgica y fisicoquimica de la leche cruda es esencial para garantizar la
seguridad y el valor nutricional de los productos lacteos. Un control adecuado de estos parametros
previene la presencia de patdgenos y contaminantes, asegurando que la leche sea segura para el
consumo. Ademas, la calidad fisicoquimica, determina las propiedades funcionales y sensoriales

de los productos finales (Cuesta de Santos, 2018).

En la actualidad la adulteracion de la leche constituye una problematica que ha generado
gran preocupacion en el sector lacteo. En tal sentido, los entes reguladores de la industria lactea en
Colombia han establecido estrategias en la compra y venta de leche de manera que se regulen una
serie de parametros fisicoquimicos en los que destacan la densidad, grasa, proteina, acidez,
crioscopia, presencia de la enzima peroxidasa, agentes neutralizantes, ausencia de antibidticos,
entre otros, que se rigen por valores establecidos en el Decreto 616 de 2006, normativa colombiana
que establece los requisitos que debe cumplir la leche para consumo humano que se obtenga,

procese, envase, transporte, comercialice, expenda, importe o exporte en el pais.

En este contexto, la leche cruda como materia prima se ajusta a la normativa con la finalidad
de garantizar la calidad en cualquier proceso de la cadena de produccién. En consecuencia, la
variacion de estos parametros se refleja en los precios de compra por parte de las empresas a los
ganaderos, motivo que ha llevado a los productores de leche a realizar practicas fraudulentas como
lo es la adicion de sustancias que incrementarian su valor o que harian la leche no apta para el

consumo humano (Haug et al., 2007).

La adicién de lactosuero no solo amenaza la salud y seguridad alimentaria, sino que
también genera un engafio al consumidor al recibir un producto que no es auténtico en su

formulacion (Murcia et al., 2021). De igual manera, su deteccion atiende a una problematica
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compleja puesto que, al tratarse de un subproducto lacteo, se torna casi indetectable en la leche
cruda. EI mejor método que se ha dispuesto con tal propdésito a nivel mundial atiende al uso de la
técnica de HPLC. Sin embargo, este método requiere equipos con elevado costo, resultando todo
esto en una desventaja para las pequefias industrias que no disponen de la tecnologia necesaria para

llevar a cabo el control de lactosueros en sus materias primas.

Es asi como la empresa de lacteos La Esmeralda con la puesta en marcha de los objetivos
propuestos en este trabajo, persigue evaluar el cumplimiento de los diferentes parametros
fisicoquimicos y microbioldgicos de calidad de la leche cruda, y mitigar el ingreso de la misma
adulterada con lactosueros (cGMP) a la planta de procesamiento, mediante la aplicacion de la
técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y el uso de un kit comercial para la
deteccidn rapida de este compuesto, valorando una mayor practicidad y la obtencion de resultados
en un menor tiempo a partir del uso de pruebas rapidas, al establecer una comparacion entre los

resultados arrojados por estos dos métodos.
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4. Marco Tebrico

4.1.Caracteristicas de la Leche Cruda
La leche es el fluido que se obtiene a través de un proceso higiénico de ordefio de los
bovinos, resultante de la secrecion de sus glandulas mamarias (Decreto 2437, 1983). Su
composicion quimica es compleja y contiene una variedad de nutrientes esenciales. Es
ampliamente reconocida como uno de los alimentos naturales mas completos debido a la
diversidad de sus componentes, que incluyen proteinas, lipidos, carbohidratos, minerales,
vitaminas y enzimas, los cuales varian de acuerdo con factores como la raza, el tipo de

alimentacion y el estado sanitario del animal (Guetouache et al., 2014).

La leche es unica por su compleja estructura quimica y por la variedad de nutrientes en
proporciones equilibradas que aporta, lo cual la convierte en un alimento completo y fundamental
en la dieta humana. En términos de proteinas, la leche de bovino es rica en caseinas y proteinas
del suero, con la caseina representando aproximadamente el 80% del contenido proteico total. Este
tipo de proteina no solo es esencial para la produccion de derivados lacteos, sino que también
proporciona aminoécidos clave para el crecimiento y mantenimiento muscular (Fox &
McSweeney, 2015). Las proteinas del suero, que constituyen el 20% restante, incluyen
lactoalbumina y lactoglobulina, las cuales poseen propiedades inmunoldgicas y contribuyen a la

regeneracion celular y la funcion muscular (Walstra et al., 2005).

En cuanto a los lipidos, la leche contiene una diversidad de acidos grasos, principalmente
en forma de triglicéridos. Aproximadamente el 98% de los lipidos son triglicéridos, mientras que
el 2% restante incluye fosfolipidos y colesterol. Estos lipidos no solo aportan energia, sino que
también participan en la absorcion de vitaminas liposolubles como las vitaminas A y D,

fundamentales para la vision y el sistema inmune, respectivamente (Jensen, 2002). Los acidos
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grasos de la leche varian en su longitud y saturacion, e incluyen acidos grasos de cadena corta,
como el &cido butirico, que son rapidamente metabolizados y ofrecen beneficios digestivos (FAO,

2010).

El principal carbohidrato en la leche es la lactosa, un disacarido compuesto de glucosa y
galactosa que constituye aproximadamente el 4.8% de la leche. La lactosa no solo provee energia
rapida, sino que facilita la absorcion de minerales como el calcio y el magnesio, elementos clave
para el desarrollo 6seo y la funcion metabdlica (Cabrera, 2016). Adicionalmente, la lactosa juega
un papel importante en la formacion de bacterias beneficiosas en el sistema digestivo,

contribuyendo a la salud intestinal (McGee, 2004).

Ademas de estos macronutrientes, la leche es una fuente valiosa de vitaminas y minerales.
Contiene vitaminas liposolubles, como las vitaminas A, D, E y K, asi como vitaminas
hidrosolubles como la riboflavina (B2) y la vitamina B12, necesarias para la salud celular y la
produccion de energia (Goff, 2006). Entre los minerales, el calcio y el fésforo se destacan por su

alta disponibilidad y papel en el mantenimiento de la salud dsea (Haug et al., 2007).

4.2. Composicion Quimica de la Leche
La leche es un alimento fundamental, rico en nutrientes esenciales. Ademas de su alto valor
nutricional, la leche es una materia prima extremadamente versatil. Consumida a lo largo de la
historia y en diferentes culturas, la leche sigue siendo un componente esencial de la dieta humana,
ofreciendo beneficios tanto para nifios como para adultos. La leche estd compuesta
aproximadamente por un 87% de agua y un 13de solidos, entre los cuales se incluyen proteinas,
grasas, lactosa (carbohidratos), vitaminas y minerales. Estos sélidos son fundamentales para el

valor nutricional y las propiedades funcionales de la leche (Padilla & Zambrano, 2021).
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4.1.1. Proteinas

La leche contiene entre un 3% y 4% de proteinas, que se dividen en dos tipos principales:
caseinas y proteinas del suero. Las caseinas constituyen alrededor del 80% de las proteinas totales
y son esenciales para la formacion de la cuajada en la produccion de queso (Fox & McSweeney,
2015). Las proteinas del suero, como la lactoalbimina y la lactoglobulina, representan el 20%
restante y son solubles en el agua de la leche, aportando beneficios inmunologicos y ayudando en

el crecimiento muscular y la reparacion de tejidos (Walstra et al., 2006).

4.1.2. Lipidos

La leche contiene entre un 3% y un 5% de grasa, principalmente en forma de triglicéridos,
que representan hasta el 98% de los lipidos de la leche. También estan presentes en menores
cantidades fosfolipidos, acidos grasos libres y colesterol. Los acidos grasos de cadena corta y
media, como el &cido butirico y el acido caproico, son facilmente digeribles y energéticamente
eficientes (Jensen, 2002). La proporcidn de lipidos en la leche puede variar dependiendo de la dieta

y genética del animal (Smithers, 2015).

4.1.3. Carbohidratos

La lactosa es el principal carbohidrato en la leche, representando aproximadamente un
4.8% del contenido total. Este disacarido, compuesto por glucosa y galactosa, proporciona una
fuente de energia réapida y facilita la absorcion de calcio y otros minerales en el tracto digestivo
(McGee, 2004). La lactosa es también un elemento fundamental en la digestibilidad de la leche,

especialmente en las primeras etapas de la vida humana (Cabrera, 2016).

4.1.4. Vitaminas y Minerales.
La leche es rica en vitaminas liposolubles como las vitaminas A, D, E y K, y en vitaminas

hidrosolubles como la riboflavina (B2), niacina (B3) y cobalamina (B12). Entre los minerales, el
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calcio y el fésforo se encuentran en cantidades destacadas, con aproximadamente 125 mg de calcio
y 95 mg de fosforo por cada 100 ml de leche, elementos fundamentales para la formacién dsea y

el metabolismo celular (Goff, 2006).

4.1.5. Enzimas.

La leche contiene diversas enzimas que desempefian funciones clave en la digestion y
procesamiento de los nutrientes. Entre ellas destacan la lipasa, que participa en la digestion de los
lipidos, y la lactoperoxidasa, una enzima con propiedades antimicrobianas que ayuda a proteger la
leche cruda de la proliferacion bacteriana (Fox & McSweeney, 2015). También se encuentran
presentes otras enzimas como la catalasa y la fosfatasa alcalina, que sirven como indicadores de la

calidad y el tratamiento térmico de la leche (Haug et al., 2007).

4.2. Propiedades Fisicas y Quimicas de la Leche.

La leche presenta una variedad de propiedades fisicas y quimicas que son esenciales para
determinar su calidad y funcionalidad en la industria alimentaria. A nivel organoleptico, el aroma
y el sabor son los mas caracteristicos. El sabor de la leche se debe principalmente a la presencia
de lactosa, grasas y ciertos minerales, mientras que su aroma deriva de compuestos volatiles como
aldehidos y cetonas, los cuales pueden variar en funcion de la dieta del animal y el proceso de

almacenamiento (Cabrera, 2016).

La gravedad especifica de la leche, que suele oscilar entre 1.028 y 1.034 a 15 °C, es un
parametro que indica la concentracion de sus sélidos, como proteinas y minerales. Este valor puede
fluctuar en funcién de factores como la raza del bovino y su alimentacién (Fox & McSweeney,
2015). El pH de la leche fresca es ligeramente &cido, con valores entre 6.6 y 6.8, debido a la

presencia de acido lactico y bicarbonatos. Este nivel de acidez es importante para la conservacion
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de la leche y para los procesos de coagulacion durante la produccién de derivados lacteos (Goff,

2006).

En términos de su viscosidad, la leche presenta una viscosidad mayor que el agua, en un
rango de 1.5 a 2.0 mPa.s a 20 °C. Este valor depende de su contenido de grasa y proteinas, y es un
factor importante en la sensacion de cuerpo que proporciona al consumirla (Jensen, 2002). El punto
de congelacion de la leche se sitla alrededor de -0.54 °C, ligeramente inferior al del agua debido
a la concentracion de solutos como lactosa y minerales. Este punto es un indicador utilizado para

detectar adulteraciones en la leche, como la adicion de agua (Smithers, 2015).

El punto de ebullicién de la leche es de aproximadamente 100.2 °C, levemente superior al
agua debido a su contenido de sélidos disueltos. Este punto de ebullicidn, aunque cercano al del
agua, puede variar minimamente dependiendo de la concentracion de sales y otros componentes
(Haug et al., 2007). Estas propiedades no solo determinan la calidad de la leche, sino que también
son fundamentales para los procesos de pasteurizacion y esterilizacion, los cuales son necesarios

para eliminar microorganismos patdgenos y extender su vida Util.

4.3. Analisis Fisicoquimicos Aplicados a la Leche.
Para asegurar la calidad y seguridad de la leche, se realizan diversos analisis fisico-
quimicos que permiten verificar la composicién y el cumplimiento de los estandares de calidad.
Estos andlisis incluyen pruebas de acidez, contenido de grasa, solidos totales y la prueba de

alcohol, cada una de las cuales ofrece informacidn sobre aspectos especificos de la leche.

Desde el punto de vista normativo los parametros fisicoquimicos y sus limites permitidos
se encuentran consignados en el Decreto 616 de 2006 en el Articulo 16 la leche cruda debe cumplir

con las siguientes caracteristicas:



Tabla 1. Caracteristicas de la leche cruda

Rango de
Componente N
Concentracion (%)

Grasa %m/v 3.00
Extracto seco total %m/m 11.30
minimo
Extracto seco
desengrasado %m/m 8.30
minimo

Min. Max.
Densidad 15/15 °C g/ml  ||1.030 1.033
indice lactométrico 8.40
Acidez expresada como  |g 13 0,17
acido lactico % m/v

-5.30 -5.10
indice crioscopico °H.

-5.50 -5.30

4.3.1. Prueba de Acidez.
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La acidez de la leche es un parametro que indica su frescura y calidad. La acidez natural

de la leche se debe a la presencia de &cido lactico y otros componentes como proteinas y fosfatos.

En leche fresca, el valor de acidez debe estar entre 0.13% y 0.17% de acido lactico. EI método mas

comun para medir la acidez es la titulacion con hidroxido de sodio (NaOH), utilizando

fenolftaleina como indicador. Durante la titulacion, el cambio de color sefiala el punto de

neutralizacion, y el porcentaje de acidez se calcula a partir del volumen de NaOH utilizado

(Cabrera, 2016). Si la acidez supera los valores recomendados, puede indicar un deterioro debido

a la actividad bacteriana (Fox & McSweeney, 2015).
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4.3.2. Prueba de Alcohol.

La prueba de alcohol es un analisis rapido que permite detectar alteraciones en la
estabilidad de las proteinas de la leche, especialmente la caseina. Este ensayo consiste en mezclar
la leche con una solucidn de alcohol al 68-70% y observar si se producen coagulos. La formacion
de coagulos indica una baja estabilidad proteica, lo cual puede estar relacionado con problemas de
acidez elevada o defectos en la refrigeracion de la leche. Esta prueba es importante para asegurar
que la leche sea adecuada para procesos de pasteurizacion y transformacion en productos derivados

(Goff, 2006).

4.3.3. Meétodo de Gerber para Determinacion del Contenido en Grasa.

El contenido de grasa es uno de los componentes clave que determina el valor nutricional
y comercial de la leche. Para determinarlo, se utiliza el método Gerber, que implica agregar acido
sulfurico a la leche para liberar las grasas de su matriz natural. Luego, la muestra se centrifuga en
un butirometro especial, donde se observa el nivel de grasa separada, permitiendo una lectura
directa del porcentaje de grasa en la muestra (Walstra et al., 2006). Segln los estandares
internacionales, el contenido de grasa en leche de vaca debe estar entre el 3.25% y el 4% (Jensen,

2002).

4.3.4. Determinacion de Sélidos Totales.

Los sélidos totales incluyen todos los componentes de la leche excepto el agua, como
proteinas, grasas, carbohidratos y minerales. Este pardmetro se mide comunmente mediante el
método de secado en estufa o mediante refractometria. En el método de secado, la leche se
deshidrata a una temperatura de 100-105°C hasta alcanzar un peso constante, lo cual permite

calcular el porcentaje de solidos totales (Cabrera, 2016). Los solidos totales en leche de vaca deben
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oscilar entre el 11% y el 13%, y una baja concentracion puede sugerir adulteracion o problemas

en la alimentacion del animal (Smithers, 2015).

4.3.5. Prueba de Densidad o Gravedad Especifica.

La densidad de la leche es otro indicador de calidad y se mide utilizando un
lactodensimetro. La densidad de la leche varia entre 1.028 y 1.034 g/mL a 15 °C. Valores por
debajo de este rango pueden indicar adulteracion con agua, mientras que valores elevados pueden
reflejar concentraciones andémalas de sélidos (Fox & McSweeney, 2015). La densidad es

fundamental para calcular el contenido de solidos totales y la posible dilucion del producto.

4.4. Microbiologia de la Leche Cruda.

La leche cruda ha sido considerada una matriz rica en nutrientes, clasificandose como un
alimento perecedero, puesto que, es un medio ideal para el crecimiento de microorganismos que
pueden ser beneficiosos o perjudiciales tanto para la materia prima como para la salud del
consumidor (Chedia et al., 2024). A su recorrido por la ubre, contacto con los equipos de ordefio,
almacenamiento y transporte va adquiriendo una microbiota, razones necesarias que llevan a los
entes normativos a implementar el uso obligatorio de buenas practicas de higiene en todas las
etapas de produccion de la leche. El nimero de bacterias en el producto final refleja las condiciones
sanitarias que presentaba la leche cruda en el momento de su procesamiento, variables como la
temperatura de la leche durante la recogida, el almacenamiento y transportes, son primordiales
para frenar la proliferacion de carga microbiana, es necesario que llegue a la planta de

procesamiento a una temperatura de 4°C (Armilla, 2009).

4.4.1. Microorganismos Patogenos en la Leche.
Uno de los principales riesgos que se asocian con el consumo de leche es la presencia de

las bacterias patdgenas que son causantes de la mayoria de enfermedades trasmitidas por alimentos
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(ETAS), pueden llegar de fuentes externas como el ambiente, contaminacidn cruzada, entre otras
situaciones o de manera interna cuando se ordefian vacas enfermas ( Aguilera et al., 2014). Entre
las mas comunes destacan Listeria monocytogenes, patégeno que puede contaminar varios
alimentos. Su presencia en los humanos puede causar problemas en el tracto gastrointestinal, y en
mujeres embarazadas, ocasionar abortos. Listeria monocytogenes en la leche cruda proviene de
contaminacion fecal o del ambiente en la zona de ordefio, por animales infectados; entre otros
posibles factores (Chiluisa et al., 2017). Otro patdgeno importante en la leche cruda es Escherichia
coli, bacilo Gram negativo que afecta las mucosas intestinales, las cepas virulentas de este
patdbgeno que afectan el ser humano son E. coli de adherencia difusa (ECAD), E.
coli enteroinvasivo (ECEI), y E.coli enteroagregativo (ECEA) que pueden causar enfermedades
diarreicas. Su presencia en la leche cruda es debido a las malas practicas de higiene que se
presentan en cualquier etapa de procesamiento de la leche (Organizacion Mundial de la Salud,
2018). Por otra parte, se presentan también intoxicaciones alimentarias por la ingestion de toxinas
producidas por microrganismos como Staphylococcus aureus; que usan proteinas para adquirir
nutrientes del huésped para el desarrollo bacteriano, representando un peligro potencial en los
consumidores. El género Campylobacter sp. por su parte, invade también la mucosa intestinal
ocasionando enterocolitis, aunque sus sintomas mas frecuentes estan asociados a dolor abdominal,
nauseas, fiebre entre otros; esta bacteria puede llegar a la leche cruda si el animal tiene una
infeccion en la ubre o si la leche se expone a contaminacion por heces (Organizacion Mundial de

la Salud, 2020).

Dentro dee este grupo de patdgenos aun cabe mencionar otros como Yersinia

enterocolitica, Mycobacterium tuberculosis (variedad hominis y variedad bovis) causantes de
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tuberculosis en el hombre; Brucella abortus y Brucellis melitensis causantes de brucelosis en el

hombre (Aguilera et al., 2014).

4.4.2. Microorganismos Alterantes de la Leche Cruda.

Existe una amplia gama de microorganismos no deseados en la leche, bien sea por su
patogenicidad o por su capacidad de producir alteraciones que generan cambios indeseables en la
leche, como por ejemplo, la produccién de acido lactico que provoca el aumento de la acidez en
la leche volviéndola inestable y ocasionando coagulacién de la caseina. Esta alteracion es
producida por bacterias acido lacticas que pertenecen a los géneros Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc (cocos) y Lactobacillus (bacilos) (Celis y Juarez, 2009). Las bacterias esporuladas
termoduricas son los principales miembros responsables de las alteraciones en la leche, si se
encuentran presentes en la leche cruda existe una alta probabilidad que se encuentren el producto
final. Dentro de este grupo destacan Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Clostridium sp estos

pueden generar produccion de gas, sabores amargos y/o olores putridos (Shreya et al., 2024).

4.4.3. Microorganismos Productores de Mastitis.

La mastitis es una enfermedad bovina que se produce por la inflamacion de las glandulas
mamarias y puede generar un impacto negativo en la salud del animal, ya que puede causar dolor
y molestias. En cuanto a la calidad de la leche cruda, la mastitis genera una reduccion en la
produccion de leche y altera su composicién, ocasionando un menor rendimiento en la produccién

de queso y una menor vida til de los derivados lacteos que se elaboran (Andrade et al., 2017).

Las bacterias son el principal agente etiolégico causante de este tipo de enfermedades y
pueden residir principalmente en el habitat normal de las vacas, ocasionando que las ubres entren
en contacto con excremento, agua y tierra contaminada. Entre estas bacterias destacan Escherichia

coli, Klebsiella spp. y los estreptococos ambientales, tales como S. uberis y S. dysgalactiae.
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Existen también patdgenos contagiosos que se transmiten de vaca en vaca, generalmente
durante los ordefios, ya que las glandulas mamarias infectadas funcionan como el reservorio
principal para dichos microbios. Entre estos patdgenos se incluyen Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae y Mycoplasma spp. (Andrade et al., 2017).

Dentro de los métodos de deteccion de presencia y ausencia de mastitis se implementa el
recuento de células sométicas (RCS). Las células sométicas son células blancas procedentes del
organismo y pasan a la leche a través de la sangre y del tejido glandular. Su recuento en leche ha
permitido conocer el estado sanitario de las ubres mamarias de las vacas. Una ubre sana, libre de

mastitis, presenta pocas células somaticas (Gonzales et al., 2016)

La infeccion intramamaria es el principal factor causante de cambios en el recuento de
células somaticas en la leche. Cuando los microorganismos causantes de mastitis invaden un cuarto
de la ubre y empiezan a multiplicarse, o cuando el nimero de estos aumenta significativamente, el

organismo de la vaca tiende a reclutar leucocitos para combatir dichos microorganismos.

4.5. EIl Lactosuero: Subproducto Lacteo.

El lactosuero, también conocido simplemente como suero lacteo, es el subproducto que
queda después de la coagulacién de la leche en el proceso de produccion de queso. Esta
coagulacién esta dada por accion de la enzima quimosina que rompe los enlaces peptidicos de la
k-caseina, proteina de gran interés, que estabiliza las micelas de la leche y su presencia en
abundancia en la leche genera un mayor rendimiento en la obtencion de derivados lacteos
(Hernadez & Pefia, 2016). Es asi, como se da origen al lactosuero y a las proteinas que lo
conforman en las cuales se destaca el glicomacropéptido de caseina, proteina que se deriva de la
precipitacion de la k-caseina. Se destaca por ser un péptido hidrofilico que conforma el 15% de las

proteinas del lactosuero, su estructura lo hace Unico debido a la presencia de un oligosacarido que
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tiene unido a la cadena peptidica, aporte importante en fenilalanina triptéfano serina, leucina y

isoleucina (Murcia et al., 2021).

El lactosuero es rico en proteinas de alta calidad, lactosa, minerales y otros componentes
bioactivos que poseen un alto valor nutritivo y que permiten su aprovechamiento en diversos

sectores alimentarios y no alimentarios (Smithers, 2015).

4.5.1. Componentes y Aprovechamiento del Lactosuero.

El lactosuero contiene nutrientes como proteinas de alta calidad, entre las que se destacan
las proteinas del suero, las cuales son reconocidas por su biodisponibilidad y beneficios para la
salud muscular y la inmunidad. Ademas, contiene una cantidad significativa de lactosa, que puede
utilizarse en productos como yogures y otros alimentos fermentados, y minerales esenciales como
calcio y fosforo (Fox & McSweeney, 2015). Esta composicion permite que el lactosuero sea
utilizado en alimentos enriquecidos, suplementos dietéticos y productos funcionales, ademas de

sus aplicaciones en la alimentacion animal y en la produccion de biocombustibles (Cabrera, 2016).

4.5.2. Regulaciones y Buenas Practicas.

La Resolucién 2270 de 2023 emitida por el Ministerio de Salud y Proteccién Social de
Colombia establece normas especificas para la regulacion del lactosuero, con el fin de asegurar su
aprovechamiento responsable y seguro en la industria alimentaria, y también para minimizar su
impacto ambiental. La resolucion define el marco normativo para el uso, almacenamiento y
disposicién del lactosuero, buscando mitigar su contaminacion en fuentes hidricas y en suelos

cuando no es tratado adecuadamente (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2023).

La Resolucién 2270 de 2023 también establece criterios de calidad para el lactosuero que

se destina al consumo humano. Estos criterios incluyen limites para la presencia de
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microorganismos y contaminantes, asegurando que el lactosuero procesado sea seguro para su uso
en la produccion de alimentos y en la formulacion de productos nutricionales (Ministerio de Salud
y Proteccion Social, 2023). Ademas, la resolucion promueve el desarrollo de buenas practicas de
manufactura (BPM) para las empresas que manipulan y transforman lactosuero, buscando reducir

la generacion de residuos y promover su uso sostenible.

4.5.3. Impacto Ambiental y Gestion Sostenible.

Uno de los aspectos mas importantes que aborda la Resolucion 2270 es el manejo
ambiental del lactosuero, ya que este subproducto, cuando no es tratado, puede contribuir a la
contaminacion de aguas y suelos debido a su alta carga organica. Para mitigar estos efectos, la
normativa exige que las empresas que generen lactosuero implementen métodos de tratamiento
adecuados o lo destinen a aplicaciones sostenibles que eviten su desperdicio y protejan los

ecosistemas locales (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2023).

4.6. Cromatografia de Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) es una técnica
analitica avanzada ampliamente utilizada en quimica, biologia y ciencias farmacéuticas para
separar, identificar y cuantificar componentes presentes en mezclas complejas. La HPLC funciona
bajo principios de adsorcion y particion, donde los componentes de una muestra se separan al ser
impulsados a través de una columna rellena con una fase estacionaria, utilizando una fase movil
liquida de alta presion (Snyder & Kirkland, 1979). Este método destaca por su precision,
sensibilidad y la capacidad de analizar componentes que son térmicamente inestables, como

proteinas y otras moléculas bioldgicas.
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4.6.1. Fundamentos de la HPLC.

La técnica de HPLC utiliza una fase movil liquida que transporta la muestra a traves de
una columna de alta presion que contiene una fase estacionaria. Durante este proceso, cada
compuesto de la muestra interactta de forma Unica con la fase estacionaria, o que provoca que se
desplacen a diferentes velocidades y se separen gradualmente al pasar por la columna. Este sistema
es particularmente util para moléculas grandes o sensibles al calor, que no se pueden analizar

mediante cromatografia de gases (Cheng et al., 2014).

4.6.2. Componentesy Tipos de HPLC.

Un sistema HPLC incluye componentes como la bomba, que genera la presion necesaria
para mover la fase movil; el inyector, que introduce la muestra en la columna; la columna de
separacion, que contiene la fase estacionaria; y el detector, que identifica y mide los compuestos
una vez que se han separado. Dependiendo del tipo de fase estacionaria, se pueden distinguir varias
modalidades de HPLC, como la cromatografia de fase reversa (RP-HPLC), de fase normal y la de
exclusién por tamafio, cada una adecuada para diferentes tipos de muestras y objetivos analiticos

(Klinkenberg et al., 2011).

e Fase Normal (NP-HPLC): Usa una fase estacionaria polar, ideal para compuestos no

polares.

e Fase Reversa (RP-HPLC): Emplea una fase estacionaria no polar, utilizada para

compuestos polares o ionizables.

e Exclusion por Tamario: Separa moléculas segln su tamafio, utilizada cominmente en

analisis de proteinas y polimeros.
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4.6.3. Aplicaciones de la HPLC.

La HPLC es fundamental en la industria farmacéutica para la identificacion y
cuantificacién de principios activos y en el control de calidad de medicamentos. También es clave
en investigaciones clinicas, en la deteccion de biomarcadores y en estudios de metabolitos en
fluidos bioldgicos, como sangre y orina. En el d&mbito alimentario, permite el analisis de
compuestos como azUcares, vitaminas y contaminantes en alimentos y bebidas, ayudando a

garantizar la seguridad y calidad alimentaria (Kazakevich & LoBrutto, 2007).

4.6.4. Ventajas de la HPLC.

Las principales ventajas de la HPLC incluyen su alta sensibilidad y precision, que permiten
detectar y cuantificar componentes en concentraciones muy bajas. Ademas, es una técnica versatil
que puede ser aplicada a una amplia gama de muestras, desde compuestos organicos hasta
productos bioldgicos complejos. La capacidad de operar a temperaturas moderadas hace que sea

especialmente adecuada para sustancias sensibles al calor (Snyder et al., 2012).

4.7. Métodos Rapidos Para la Deteccion de cGMP.

Otro método de deteccion de glicomacropéptido de caseina en leche cruda es la
implementacién de Kits inmunocromatograficos que permiten la deteccion rapida de
concentraciones de cGMP de manera rdpida. Consisten en la reaccion que se da entre la proteina
cGMP vy las particulas coloidales que han sido cubiertas con anticuerpos monoclonales (confieren
la especificidad para determinacion unicamente de cGMP) y se forma un complejo que migrara a
través de la tira reactiva generando una linea azul si la muestra es negativa y una linea roja junto a
la linea azul que indicaria un resultado positivo en la muestra analizada. Existen diferentes casas

comerciales que reproducen ya estos kits, dentro de ellas se encuentra Operdn con su kit stick
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cGMP, describiéndose como un método sensible capaz de medir adulteraciones correspondientes

al 4% de cGMP en leche cruda (Operon,2017).
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5. Marco Legal.

Para el cumplimiento del perfil sanitario que ha sido establecido a nivel nacional para leche
cruda, la empresa de lacteos LA ESMERALDA se acoge a las siguientes normativas para asegurar

el ingreso de leche cruda de buena calidad a la planta:

5.1. Decreto 616 de 2006.

Mediante este decreto se expide el Reglamento Técnico sobre los requisitos que debe
cumplir la leche para el consumo humano que se obtenga, procese, envase, transporte,
comercializa, expenda, importe o exporte en el pais”. Lacteos la Esmeralda se rige por los limites
permitidos y establecidos en este decreto para los diferentes parametros fisicoquimicos que debe

cumplir una leche cruda.

Manual de Técnicas Sobre Analisis Fisicoquimicos y Microbioldgicos de Leches de 1982.

El manual elaborado por el Instituto Nacional de Salud establece los procedimientos de

referencia para la prueba de alcohol y la determinacion de la densidad que se ejecuta en la empresa.

5.2. Norma Técnica Colombiana 5819 de 2010.
Especifica un método de rutina, el método Gerber para la determinacion del contenido de
grasa de la leche e incluye directrices sobre la determinacion de la capacidad adecuada de la pipeta

para leche sobre la determinacion de las correcciones por aplicar.

5.3. Norma Técnica Colombiana 4978 de 2001.
Por la cual se establece determinacion de la acidez titulable (método de referencia): esta
norma especifica el método de referencia para determinar la acidez titulable de: leche liquida, leche
evaporada, leche condensada azucarada, leche en polvo, leche fermentada, leche fermentada en

polvo, leche saborizada, suero en polvo, suero liquido y crema de leche.
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5.4. Resolucion 2270 de 2023 del Ministerio de Salud.

Establece que la concentracion maxima permitida de lactosuero debe ser de 15 - 30mg por
litro de leche. Este valor sirve como referencia para las labores de inspeccion, vigilancia y control
adelantadas por el INVIMA. Para su elaboracion, la autoridad sanitaria realizo muestreos de campo
en la cadena productiva lactea, asi como un ensayo analitico validado previamente por el

Organismo Nacional de Acreditacion (ONAC).
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6. Metodologia.
El presente trabajo fue realizado en la planta de lacteos LA ESMERALDA ubicada en el

municipio de Madrid — Cundinamarca. En este fueron analizados los parametros fisicoquimicos,
de 7 rutas de leche cruda, durante los meses de marzo, abril y mayo. La determinacion de calidad
microbiologica y presencia de Glicomacropéptido de Caseina se realizaron unicamente en el mes

de mayo. A continuacion, se exponen las estrategias de trabajo empleadas:

6.1. Determinacion de los Parametros Fisicoquimicos de Calidad de Leche Cruda de
las Rutas que Ingresan a la Planta de Léacteos la Esmeralda.
6.1.1. Calibracion de Equipos
Con objeto de verificar los equipos se tomd una muestra de leche cruda proveniente del
silo de almacenamiento, esta se procesd en un analizador de leche Lactoscan SP que evaluo el
contenido de grasa, proteina y densidad. A partir de la misma muestra se realiz6 un analisis
mediante el método tradicional para evaluar el contenido de grasa (método GERBER), proteina y

densidad (analisis con lactodensimetro).

Con los resultados obtenidos entre el método tradicional y el Lactoscan SP, se establecio
un margen de error. Teniendo en cuenta que los valores arrojados por el método tradicional son
exactos, los resultados obtenidos del Lactoscan se ajustaron de acuerdo al margen de error para

cada uno de las muestras analizadas.

6.1.2. Analisis Fisicoquimicos en Leche Cruda Acorde a la Metodologia Tradicional.

6.1.2.1. Toma de muestras.
En el laboratorio de control de calidad se recolectaron diariamente dos muestras de cada
una de las siete rutas de leche cruda, durante los meses de marzo, abril y mayo. De cada carrotanque

que ingresaba a la zona de descargue, se realizO una previa homogeneizacion al tanque de
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almacenamiento con ayuda de un agitador. Posteriormente, se recolecto mediante recipientes
plasticos 1 litro de leche cruda la cual posteriormente se llevo al laboratorio, donde se realizo su

respectivo analisis.

6.1.2.2. Determinacion de la Densidad con Lactodensimetro.

Con objeto de determinar la densidad en cada una de las muestras de leche cruda se
procedio a adicionar cada una de estas previamente homogenizada en una probeta de aluminio,
luego se introdujo el termolactodensimetro evitando su adherencia a las paredes de la probeta y la
formacion de espuma. Posteriormente, se realizé la lectura de la densidad en un tiempo estimado
de 30 segundos teniendo en cuenta que la muestra debe presentar una temperatura de 15°C

(Munguia, 2020).

6.1.2.3. Determinacién del Contenido de Grasa Mediante Método de GERBER.

El contenido de grasa se evalué mediante el método de Gerber, que consistié en agregar 10
ml de &cido sulfurico en un butirémetro. Posteriormente, se transfirieron 11 ml de leche sobre el
acido utilizando una pipeta, cuidando que las capas no se mezclaran. Luego, se afiadié 1 ml de
alcohol isoamilico y se colocé el tapdn de seguridad con ayuda de una puntilla de hierro. La
muestra se agito lentamente hasta que todas las fases se homogenizaron y se llevé a la centrifuga
por 5 minutos utilizando otro butirdmetro como contrapeso para evitar un desbalance. La lectura
se realizo en la columna de grasa, ajustando la linea en la escala mediante el movimiento del tapon

(Norma Técnica Colombiana 5819, 2010).

6.1.2.4.Determinacion de Acidez Mediante Titulacion.
La prueba de acidez titulable se realiz6 utilizando un beaker de 50 ml, en el cual se
transfirieron 9 ml de leche cruda y 5 gotas de fenolftaleina. La titulacion se llevo a cabo con una

bureta digital que contenia NaOH al 0,1 N, hasta obtener una coloracion rosa palido. El valor
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obtenido en el tablero de la bureta digital correspondio al valor de acidez de cada muestra de leche

cruda (NTC 4978, 2001).

6.1.2.5.Determinacion del Contenido de Proteina Mediante el Método de
Formol.
La proteina de la leche cruda se evalu6 mediante titulacion. Para este analisis, se tomaron
50 ml de leche cruda en una probeta de 100 ml, que luego se transfirié a un vaso de precipitado de
100 ml. Se afiadieron 2 ml de oxalato de potasio y 5 gotas de fenolftaleina. La muestra se tituld
con hidréxido de sodio (NaOH) al 0,1N hasta obtener una coloracion rosa palido. A continuacion,
se afladieron 10 ml de formaldehido y se volvio a titular con NaOH hasta que se observo
nuevamente la coloracion rosa palido (Artica, 2014). Finalmente, se registré el volumen de NaOH
utilizado en la titulacion y se empled la formula correspondiente para calcular el porcentaje de

proteina presente:

P = ml NaOH gastados en la segunda titulacion x 0.334 + 0.03

NOTA: el procedimiento estandarizado para la determinacion de proteina es el método de
formol y ha sido modificado por la empresa, motivo por el cual se desconocen los sustentos de
adaptacion de la formula o bajo que norma de procedimientos se rige por politicas de
confidencialidad. Dentro de las modificaciones realizadas al metodo descrito por (Artica, 2014) se
destaca el tiempo de espera para la titulacion,el reemplazo de la formalina por el formaldehido y

claramente la formula con la que se calculo el porcentaje de proteina.

Adicional a esto, a las muestras de cada compartimento del carrotanque se le realizo

crioscopia. Mediante la ayuda de una celda de vidrio se agregd la muestra y se llevo al equipo
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(crioscopio multicampione cryostar) para ser leido en un tiempo estimado de 1 minuto 30

segundos.

6.2. Determinacion de Indicadores de Calidad Microbioldgica en las Rutas de Leche
Cruda Que Ingresan a la Planta de Lacteos La Esmeralda.
La calidad microbioldgica de la leche cruda se analizé mediante el metodo cuantitativo de
recuento en placa para aerobios mesofilos, estos microoorganismos fueron establecidos como
indicadores de calidad junto con la prueba de reductasa, ensayo cualitativo para evaluar la leche

cruda que ingresa a la planta La Esmeralda.

6.2.1. Recuento de Aerobios Mesofilos.

Para el recuento de aerobios mesofilos se tomaron 10 ml de la leche de cada una de las
muestras recolectadas para los analisis fisicoquimicos y pruebas de cGMP. En un tubo de ensayo
que contenia 9ml de agua peptona estéril se tranfirio 1 ml de la muestra de leche y se homogenizo,
este procedimiento se utilizo para hacer diluciones seriadas hasta 10 respectivamente. A partir
de estas se sembro en profundidad utilizando cajas de petri vacias esteriles y agrengando 1ml de
las diluciones 10y 10 por duplicado con Agar Plate Count. Se procedi6 a incubar a 30°C/48
horas y pasado este tiempo se hizo un recuento de las placas para observar el crecimiento obtenido

y se reportaron los resultados en UFC/ mL ( (NTC 4519, 2009).

6.2.2. Prueba de Reductasa.

Para la prueba de reduccién de azul de metileno, se transfirieron 10 ml de la muestra de
leche a un tubo de ensayo. Se realizaron duplicados y se agregaron 0,5 ml de azul de metileno de
manera suave para evitar que la leche se mezclara con el azul de metileno (Anexo 1). A
continuacion, los tubos se taparon y se introdujeron en un bafio maria con una temperatura de 37

°C junto con un control negativo (leche sin indicador azul de metileno). Cuando la muestra alcanzé
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la misma temperatura del bafio maria, se mezclaron por inversion los tubos. A partir de ese
momento, se contabilizé el tiempo de reduccidn o desaparicion del azul de metileno de los tubos

y se registraron los resultados (Instituto Nacional de Colombia, 1982).

6.2.3. Recuento de Células Somaticas.

El recuento de células somaéticas es un indicador clasico de calidad de la leche cruda que
permite evaluar la presencia de mastitis y la salud de la glandula mamaria de donde proviene. Para
este estudio, el analisis se realizo en laboratorios externos del Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA), debido a que el laboratorio de control de calidad de Lacteos La esmeralda no cuenta con un
procedimiento estandarizado para el recuento de células somaticas. Las muestras se tomaron en la

semana 1 del mes de mayo, se refrigeraron y se enviaron al laboratorio del ICA.

Nota: los recuentos de células somaticas solo se realizaron en la primera semana con el fin
de contrastar los resultados obtenidos para las pruebas de reductasa y recuento en placa. Por causas
econOmicas ajenas al desarrollo de este trabajo no se realizaron mas analisis en lo que transcurrido

del mes.

6.3. ldentificacion de la Presencia De Glicomacropéptido de Caseina (cCGMP) en las
Rutas de Leche Cruda que Abastecen la Planta de Lacteos la Esmeralda Mediante
el uso del Test Inmunocromatografico STICK CGMP.

La identificacion de la presencia de glicomacropéptido de caseina en las muestras de leche
cruda se realiz6 mediante el ensayo visual Immunostick c-GMP, que contiene anticuerpos
monoclonales especificos para GMP. Para ello, se establecié un muestreo intencional (Técnica de
investigacion cualitativa que consiste en seleccionar a los participantes de forma deliberada, en
funcidn de los objetivos del estudio y las caracteristicas de la poblacion) en 7 rutas de acopio de

leche cruda (Anexo 2). A partir de las muestras usadas en el andlisis fisicoquimico estudiadas



41

anteriormente, se establecio un pretratamiento de la muestra que consistio en transferir 400 ul de
acido tricloroacético (TCA) en un vial de 2 ml. Luego se adicionaron 600 ul de leche y se
homogeneizaron. Se dejo reposar la muestra 10 minutos con el fin de precipitar la caseina y demas
proteinas. Posteriormente, se llevé a una microcentrifuga por 10 minutos a 5000 rpm. Pasado este
tiempo, se retir6 el sobrenadante con una jeringa y se filtré con ayuda de un filtro de 5 micras en
un tubo eppendorf limpio. A continuacion, se tomaron 3 nuevos tubos eppendorf y con una
micropipeta, se les agregd 900 pl de tampon de dilucion y 100 pl de la muestra filtrada para realizar
3 diluciones seriadas (dilucion 1/10, 1/100, 1/1000). Se bombed varias veces la muestra con ayuda
de la micropipeta para mezclar bien. Para evaluar una concentracion del 2% de GMP, se
adicionaron en un nuevo vial 100 pl de tampon de dilucién y 100 pl de la dilucion 1/1000, y se
mezcld. Luego se transfirid la muestra a un micropocillo, se introdujo la tira de reaccién y se esperd

5 minutos para la interpretacién del resultado (Anexo 3).

La interpretacion del resultado se hizo de manera visual: la presencia de una linea azul en
la zona de reaccion de la tira indicé que el resultado es negativo, mientras que la presencia de una
linea azul y una linea roja en la zona central indicaba la presencia de cGMP en la muestra (Operon,

2017).

6.4. Determinacion de la Concentracién de Glicomacropéptido de Caseina (CGMP) en
las Rutas de Leche Cruda que Abastecen la Planta de L&cteos la Esmeralda
Mediante el Uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

Las muestras que se sometieron al analisis mediante HPLC se recolectaron en el laboratorio
de control de calidad de La Esmeralda el mismo dia que llevo a cabo la seleccion de las muestras
usadas para el analisis con el kit stick cGMP, con el fin de establecer sincronizacion en los

resultados obtenidos por ambos métodos. El muestreo se realizé en recipientes estériles de 1L de
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capacidad y se incubaron a una temperatura de 4°C para luego ser entregadas al laboratorio externo
para su respectivo analisis, puesto que el laboratorio de control de calidad de La Esmeralda no

cuenta con los equipos requeridos para este analisis.

Una vez recibida la muestra en el laboratorio de Biotrends, esta se descongelé en un bafio
maria a 30°C, agitando varias veces. A continuacidn, se tomaron 10 ml de leche en un tubo y se le
agregaron 5 ml de &cido tricloroacético (TCA) al 24%. La muestra se llevo a sonificacion por 20
minutos, proceso que ayudo a separar los componentes de la leche y permitir la extraccion total
del cGMP presente en la muestra. Transcurrido ese tiempo, la muetra se filtré con el uso de un
papel filtro con tamario de poro de 11 um. Posteriormente, se tomaron 3 ml de esta muestra filtrada
y se adicionaron a un vial para su cuantificacion. Se realizé una seleccién de la fase mavil, que se
consistio en una solucion tampon pH 6,0 (fosfato dipotasico (KH2PO4), dihidrogenofosfato de
potasio (KH2PO4), sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y agua calidad HPLC). Para optimizar la
separacion de los compuestos, se ajusté el pH de la fase movil con ayuda de una solucion de fosfato
dipotésico. A continuacion, esta se filtré por una membrana con un tamafio de poro de 0,45 pm
hacia la columna, permitiendo asi estabilizar las condiciones de la columna antes de pasar la
muestra. Se utiliz6 un cromatografo liquido que estaba provisto de un muestreador automatico que
inyectaba de 20 pul a 100 pl de la muestra. Para la deteccion de la molécula, se empled un detector
de matriz de diodo a una longitud de onda de 205 nm. Este equipo proporcioné datos detallados
de los espectros generados de la muestra. Las sefiales eléctricas que se originaron por el detector
fueron procesadas mediante el software Chemstation B 03.01, permitiendo asi el tratamiento de

los datos y el célculo de los parametros de integracion (Murcia et al., 2021).
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7.  Cronograma de Actividades.

Tabla 2.Cronograma de actividades

ARZO ABR AYO O O AGOSTO P BR O BR D

VILI.

VIIL.

XI.

7.1. Descripcion de Actividades.

I. Induccion en el laboratorio de control de calidad fisicoquimica y microbiolégica de lacteos La
Esmeralda.

I1. Presentacion de propuesta.

I11. Entrega de avances propuesta de trabajo.

IV. Investigacion de bases tedricas.

V. Descripcion de metodologias empleadas.

V1. Andlisis por HPLC de las muestras en laboratorio externo Biotrends.
VI1I. Registro de los resultados obtenidos.

VIII. Andlisis fisicoquimicos, leche cruda /producto terminado. Control de calidad en sellado,
almacenamiento y distribucidn de la produccion.

IX. Anélisis microbiol6gicos en producto terminado, muestreo de manipuladores, ambientes y agua
potable.

X. Revision final por el tutor.

XI. Entrega final y sustentacion.
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8.  Resultados y Analisis de Resultados

8.1. Determinacion de los Pardmetros Fisicoquimicos en las Rutas de Leche Cruda Que
Ingresan a la Planta de L&cteos la Esmeralda.

La leche representa un alimento de primera necesidad fundamental en la dieta de muchos
hogares, debido a que es un alimento muy completo que aporta muchos beneficios nutricionales
en la salud de sus consumidores, es rica en vitaminas, minerales, micronutrientes, asociando el
consumo regular de esta en el tratamiento o prevencion de enfermedades cardiovasculares,
diabetes, concentraciones de colesterol, efecto sobre el peso corporal, entre otros (Visioli & Strata,
2014). La leche ademas de constituir un alimento de importancia considerable para el ser humano,
resulta crucial para el sector campesino, ya que proporciona una fuente estable de ingresos y
empleo. Ademas, fomenta el desarrollo rural al incentivar la produccion local y mejorar la calidad
de vida de las familias campesinas. La produccién de leche promueve a su vez la diversificacion
de actividades agricolas, lo que ayuda a mitigar riesgos econémicos y a mantener la sostenibilidad

de las comunidades rurales.

En Colombia el sector lacteo representa una parte importante de la economia del pais,
posicionandose competitivamente como un pais con gran capacidad de produccion lechera
destacandose por contiener los mejores porcentajes de proteina y grasa en comparacion con otros
paises (Carrillo, 2021). El sector lacteo representa el 12% del PIB (producto interno bruto) del
sector agropecuario brindando empleo a mas 700.000 mil personas en diferente areas de la
produccidn lactea generando un impacto social prometedor (Ministerio de Agriculturay Desarrollo
Rural, 2022). No obstante, pese al potencial que el pais presenta para ser un gran productor de

leche y derivados lacteos, se encuentra en un estancamiento que reune varias problematicas entre
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las que se destacan en primer lugar, el estancamiento de los precios que se paga a los productores
y el aumento de los costos de insumos y demas que implica esta actividad. De otra parte, el
aumento de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) generadas por las malas practicas
en cualquier punto de la cadena de produccion, ha dado lugar a que Colombia no alcance el nivel
de competencia en el sector internacional de exportacion (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2022). De ello la importancia del control de calidad y el establecimiento de politicas de
inocuidad que comprenden desde la salud del animal hasta el producto terminado que se genera;
dichas politicas de inocuidad y seguridad alimentaria han sido definidas entre otras, mediante

procedimientos practicos que permiten evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de la leche.

La leche evaluada en el presente trabajo tenia como destino el producto terminado UHT
resaltando la importancia de someter la misma a pruebas de plataforma que involucraran la
evaluacion de parametros como densidad, porcentaje de grasa, acidez titulable, y porcentaje de
proteina con el fin de asegurar su estabilidad y calidad durante el proceso térmico, tomando como

referencia lo expuesto en el decreto 616 de 2006.

8.1.1. Calibracion de Equipos.

La funcion del analizador de leche Lactoscan SP es realizar de manera rapida los analisis
de parametros fisicoquimicos de la leche (contneido de grasa, densidad, contenido de proteina,
contenido de agua, temperatura; entre otros), permitiéndole al analista agilizar su proceso de
control de calidad. Por tal motivo es de suma importancia que el equipo se encuentre calibrado
para que pueda brindar datos exactos y precisos. Este proceso de calibracion se llevo a cabo
tomando como estandar de referencia el método tradicional y estableciendo una diferencia entre
los valores arrojados por el analizador de leche y los métodos tradicionales para los parametros en

estudio. Por lo anterior, es relevante afirmar que la calibracion del equipo garantiza que este pueda
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detectar adulteraciones y se proceda a tomar decisiones encomendadas siempre a mantener la
calidad de la leche cruda que se dirige a una cadena de produccion que tendra como resultado final

leche UHT.

Tabla 3. Resultados obtenidos en la calibracion del Lactoscan SP.

METODO ERROR
MES |VARIABLE| LACTOSCAN | on oo | ABSOLUTO
V min 3,25 32 -0,05
0 ki 3 ]
HGrasa e 374 37 20,04
) V min 28,59 29,7 1,11
Marzo | Densidad = "0~ 2993 307 0.77
orotelna Y min 29 3.02 0.12
Vmax. | 3,02 3.07 0.05
Grasa V min 331 34 0,09
Vmax. | 3.66 37 0,04
. . Vmin | 2843 302 177
Abril Densidad "2~ 29,28 307 1.22
oroteina Y min 289 301 0.12
Vmax. | 299 3.05 0.06
Grasa V min 3,41 3,5 0,09
V max. 37 365 20,05
. Vmin | 2846 302 174
Mayo | Densidad | 0~ 5954 302 0.56
orotelna Y min 287 301 0.14
Vmax. | 3,01 3.05 0,04

*V méx.: valor maximo.
*V/ min: valor minimo.

El contenido de grasa en la leche para el mes de marzo indica que el método tradicional
obtuvo un valor maximo de 3.7%, mientras que el Lactoscan SP registré un maximo levemente
superior de 3.74%. Esta diferencia arroja un error absoluto de -0.04%, lo que indica una ligera

subestimacién por parte del Lactoscan SP.
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Para el contenido minimo de grasa, el método tradicional reporté un valor de 3.2%, en
comparacion con el 3.25% registrado por el Lactoscan SP. Esto generd un error absoluto de -

0.05%, nuevamente mostrando una pequefia discrepancia entre los dos métodos.

En cuanto al contenido de proteina, el método tradicional mostr6 un valor maximo de
3.07% y un minimo de 3.02%. Por otro lado, el Lactoscan SP registré un maximo de 3.02% y un
minimo de 2.9%. Los errores absolutos en este caso fueron de 0.12% para el valor maximoy 0.05%

para el valor minimo, indicando una mayor variabilidad en las mediciones de proteina.

Para la densidad de la leche, el método tradicional registr6 un valor maximo de 1.031 g/cm?3
y un minimo de 1.030 g/cm?3. El Lactoscan SP, por su parte, reporté un méaximo de 1.030 g/cm3y
un minimo de 1.029 g/cm3. Los errores absolutos en ambas mediciones de densidad fueron de

0.001 g/cm3, lo que sugiere una alta precision del Lactoscan SP en este parametro.

En general, estos errores absolutos son relativamente pequefios, lo que indica que el
Lactoscan SP es bastante preciso al contrastarlo con los resultados del método tradicional. La
consistencia de los valores entre ambos métodos sugiere que el Lactoscan SP puede ser confiable
para mediciones rutinarias. Ademas, cumple con las especificaciones del manual de operaciones,
que establece una exactitud de + 0.01% para la grasa, £ 0.003 g/cm3, para la densidad y + 0.15%

para la proteina (Milkotronic Ltd, 2019).

8.1.2. Anadlisis Fisicoquimicos en Leche Cruda Acorde a la Metodologia Tradicional

8.1.2.1. Determinacion de la Densidad con Lactodensimetro.
A continuacion, en la figura 1, se presentan los resultados de los promedios mensuales del
parametro de densidad obtenidos durante los meses de marzo, abril y mayo para las 7 rutas

evaluadas: Arboles, Esmeralda, Facatativa 1, Alban, Duitama, Facatativa 2 y Bojaca.
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Figura 1. Determinacion del promedio mensual de la densidad en las rutas de leche analizadas.

La figura 1 muestra que las rutas Esmeralda, Facatativa 1, Alban, Facatativa 2 y Bojacé se
encuentran por encima de un valor de 1,030 g/ml durante los tres meses evaluados, cumpliendo
asi con los limites establecidos por el decreto 616 de 2006 (1,030 g/ml a 1,033 g/ml), que es la
normativa encargada de regular los pardmetros de calidad de la leche cruda. No obstante, se
evidencian descensos en los valores de densidad de la ruta Arboles para el mes de abril, con un
promedio de 1,0293 g/ml, y para el mes de mayo, con un promedio de 1,0288 g/ml. De manera
similar, la ruta Duitama presentdé cumplimiento para el mes de marzo, pero en abril present6 un
descenso en la densidad con un promedio de 1,0298 g/ml. Esto indica que, para estos meses, las

rutas Arboles y Duitama no cumplieron con el limite establecido por la normativa.

Teniendo en cuenta que la determinacion de la densidad en la leche fresca se realiza con el
fin de descartar algun tipo de adulteracion, es importante resaltar que esta se puede ver afectada
por distintos factores. Uno de ellos es la concentracion de elementos disueltos y en suspension

(sélidos no grasos), la densidad varia directamente proporcional a esta concentracion de solidos
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no grasos (Vasquez, 2018). Por ende, estos descensos repentinos durante algunos meses en la ruta
de Arboles y Duitama pueden estar sujetos a practicas fraudulentas, como la adicion de sustancias
como agua o el retiro de algunos de sus componentes. El agua, al presentar una densidad menor
que la leche, diluye la concentracion de dichos componentes cuando se agrega (Mercado et al.,

2013).

De igual manera, en un estudio realizado en el municipio de Chipaque, Cundinamarca,
sobre la composicion quimica de la leche, se establecid que la densidad de la leche tiene una
estrecha relacion con sus componentes propios, como la grasa. Cuando esta se presenta en mayor
cantidad, la densidad tiende a disminuir. Ademas, atribuyen las variaciones en la densidad a las
fluctuaciones de temperatura a las que se expone la leche desde el momento del ordefio (Vanegas
& Martinez, 2011). Como consecuencia de estas consideraciones, el Ministerio de Salud, mediante
el manual de préacticas fisicoquimicas (1982), establece que la temperatura ideal para medir la
densidad de la leche cruda debe ser de 15°C. Esta hipotesis se descarta en esta investigacion, ya

que las densidades se midieron a esta temperatura para contrarrestar este factor de variacion.

8.1.2.2. Determinacion del Contenido de Grasa Mediante Método de GERBER.
A continuacion, en la figura 2 se presentan los resultados obtenidos para los promedios del
porcentaje de grasa obtenidos en los meses de marzo, abril y mayo para las rutas de leche cruda

evaluadas.



50

4,10
3,80
3,50
3,20
2,90
2,60
2,30
2,00

GRASA %

RUTAS EVALUADAS

EMarzo ©Abril EMayo

Figura 2. Determinacion del promedio mensual del porcentaje de grasa en las rutas de leche
analizadas.

Los resultados expuestos permiten determinar que las rutas que surten el centro de acopio
de lacteos La Esmeralda se encuentran dentro del limite establecido para el porcentaje de grasa
impuesto por el Decreto 616 de 2006. Este estipula que la leche cruda debe tener un porcentaje de
grasa minimo del 3%. Las variaciones en los porcentajes de grasa para las rutas difieren muy poco.
Al realizar una comparacion de cada ruta en los tres meses de seguimiento, se determiné que el
contenido de grasa es constante. Estos resultados pueden contrastarse con el contenido promedio
de grasa reportado en el trabajo realizado Por Manrique y colaboradores en el afio 2016, quienes
investigaron sobre la relacion entre los sistemas de pastoreo y los cambios en el contenido de grasa
de la leche. En este caso se evidencid que el porcentaje de grasa de las muestras en estudio puede

variar en funcién del tipo de alimentacion que reciben los animales.

Tambien se evidencid que la ruta Esmeralda es la que presenta menores porcentajes de
grasa en comparacion con las demas rutas, estimando un 3,58% en el mes de marzo, 3,49% para

abril y 3,48% en mayo. Aunque hubo un descenso, aun se encuentran dentro del rango establecido
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por la normativa. Estos porcentajes de grasa en leche pueden deberse al tipo de raza del animal, su
alimentacion, su estado vital e incluso la etapa de lactancia en la que se encuentre el animal
(Calvache & Navas, 2012). Aunque muchos factores influyen en el contenido de grasa de la leche
el principal factor es la alimentacion, por ende, una alimentacion basada en forrajes altos en fibra
favorece la estimulacion de la rumia, la cual se encarga de producir acetato, principal precursor de
la grasa lactea por accion microbiana (Urrutia & Mufioz, 2020). Asimismo, dentro de estos
forrajes, el pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum) conforma el 80% de las praderas de la sabana
de Bogota, debido a que se ha destacado como un excelente sobreviviente a clima frio y aporta
muchos nutrientes a la dieta del animal. Se ha demostrado que el acondicionamiento de praderas
mixtas, que involucran leguminosas y gramineas, aumenta la produccion de leche y, a su vez,

mejora el perfil graso de la misma (Castro et al., 2008).

No obstante, es importante considerar el hecho de que se presentan casos en que la grasa
de la leche es adulterada con matrices vegetales provocando cambios en las caracteristicas
naturales propias de la leche. Dado que la grasa de la leche es costosa, algunos fabricantes eliminan
el contenido graso de la leche para usarla en otros procesos y obtener mas ganancias
reemplazandola por grasas vegetales (Tanzina & Shoeb, 2016). En el peor de los casos se han
usado grasas animales como manteca de cerdo siendo estas las mas dificiles de detectar y

ocasionando un problema de seguridad alimentaria (Rebechi et al., 2016).

8.1.2.3. Determinacion de Acidez Mediante Titulacion.
Para la determinacion de acidez expresada en porcentaje de acido lactico se empleo el
metodo de titulacion acido - base, mediante la valoracion de un volumen conocido de leche cruda
y el uso de fenolftaleina como indicador de pH, con el fin de conocer la concentracion final de

acido lactido presente en la muestra. Este parametro es crucial en la industria lactea para evaluar
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la calidad de la leche cruda. Mantener los limites normativos que exige el Decreto 616 de 2006

(0,13% a 0,17% de acido lactico) soporta la seguridad y calidad del producto final.

A continuacion en la figura 3 se presentan los datos del promedio mensual de acidez para

los meses de marzo, abril y mayo en las rutas de leche analizadas.

0,150
0,140
0,130
0,120

ACIDEZ %

0,110

0,100

RUTAS EVALUADAS  mMarzo  Abril EMayo

Figura 3. Determinacion del promedio mensual de acidez titulable en las rutas de leche
analizadas.

Conforme a la figura 3 puede observar que las rutas de leche que abastecen la empresa de
Lacteos La Esmeralda cumplen con los porcentajes de acidez establecidos por el decreto 616 de
2006, lo cual facilita su transformacion durante la cadena productiva. Sin embargo, se presento
una variacion en el mes de marzo donde se obtuvieron los valores mas elevados de acidez en las
rutas de leche analizadas. Estos resultados ilustran la implicacion de la presencia de carga
microbiana y su estrecha relacion con este parametro fisicoquimico (Corzo et al., 2018). El
aumento de microorganismos en la leche es directamente proporcional al aumento de acidez y

puede darse por diferentes situaciones, entre ellas: una temperatura de almacenamiento no
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adecuada, malas préacticas de ordefio que dan paso a la proliferacion de microorganismos que
degradan la lactosa y aumentan el porcentaje de acido lactico, ocasionando que la leche se vuelva

inestable térmicamente (Arrieta et al., 2019).

En funcién de todo lo anterior, estos datos pueden ser comparados con los resultados
obtenidos por Calderdn y colaboradores (2006), donde se demostr6 que los porcentajes de acidez
evaluados en la sabana de Bogota se encontraban en un rango de 0,10% y 0,165%, siendo menores
en comparacion con otras zonas del pais como el Magdalena Medio. Los autores atribuyeron estas
variaciones a la temperatura ambiental, puesto que las temperaturas de la sabana de Bogota son
frias. De igual forma, se ha reportado que el crecimiento microbiano en la leche con temperaturas

frias es ralentizado (Jurado & Insuasty, 2021).

8.1.2.4. Determinacion del Contenido de Proteina Mediante Método de Formol.

El contenido de proteina en la leche cruda esta directamente relacionado con la cantidad
de lactosuero. A continuacion en la figura 4 se indican los promedios mensuales del
porcentaje de proteina reportados para cada ruta analizada en los meses de marzo, abril y
mayo. Segun la normativa colombiana los valores estandares minimos para el contenido de

proteina en una leche cruda debe ser mayor a 2.9% (Decreto 616, 2006).
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Figura 4. Determinacion del promedio mensual del contenido de proteina en las rutas de leche
analizadas

En la figura 4 se observa que todas las rutas analizadas cumplen con el estandar del
contenido de porcentaje de proteina estipulado en el decreto 616 del 2006, especificamente para
leche proveniente de bovinos que debe ser mayor al 2,9%. Se evidencid, ademas, que la ruta
Duitama presentd leche de menor contenido proteico en el mes de mayo. En cuanto a las demas
rutas, el porcentaje de proteina fue constante para todos los meses, siendo la ruta Bojaca la que
presentd el mayor contenido proteico, durante los meses de marzo y abril. Dado que la proteina
lactea esta determinada por las caseinas propias de la leche, siendo estas las mas abundantes, el
porcentaje del contenido de proteina puede variar segun factores como la raza del animal, dieta,
fase de lactancia, salud del animal, entre otros (Manterola, 2014). Factores como el cambio
climético hacen que los animales disminuyan el consumo de forraje e incrementen el consumo de
agua; por lo tanto, el aporte nutricional no es suficiente y el porcentaje de la proteina en la leche

tiende a disminuir (Blanco & Gonzales, 2021).
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Un estudio realizado por Ormston y colaboradores (2022), demostrd que las ganaderias
compuestas por vacas de la raza Jersey cruzadas, producen leche con un alto contenido de proteina
en comparacion con otras razas, y de igual manera establecieron la relacion existente entre la
influencia del clima y eficiencia alimentaria con el contenido de proteina. Por otra parte, el estado
de lactancia influye también en el aumento o disminucion del contenido de porcentaje de proteina,
debido a que la produccidn de leche se eleva notablemente a partir del dia 1 del parto. Se encontro
que la cantidad de proteina y grasa puede ser inversamente proporcional al volumen de leche que
se produce por el animal (Calvache & Navas, 2012). Aunque, los resultados arrojados para las
rutas de leche cruda de lacteos La Esmeralda no presentan bajos contenidos de proteina, se realiza

un control de calidad diario para evitar un posible ingreso de leche adulterada.

8.2. Determinacion de Indicadores de Calidad Microbioldgica en las Rutas de Leche
Cruda Que Ingresan a la Planta de Lacteos la Esmeralda.

La calidad de la leche cruda depende de controles rigurosos y eficientes en cualquier etapa
de la produccion, que persiguen siempre garantizar la inocuidad del producto final y el cuidado de
la salud del consumidor. Debido a la complejidad de la cadena lactea, la contaminacién microbiana
es muy dificil de controlar, obligando a las empresas y entes gubernamentales a establecer planes
de monitoreo y control para contrarrestar esta problematica (Asociacion Nacional de Empresarios
de Colombia, 2020). Desde hace mucho tiempo se han investigado grupos microbianos en la leche
cruda como indicadores de calidad de la misma. El grupo mas relevante son los aerobios meséfilos;
estos microorganismos presentes en la leche han permitido evaluar las condiciones sanitarias e
higiénicas del ordefio, almacenamiento o transporte al que ha sido sometida la leche. Este grupo
de microorganismos abarcan importantes patégenos que estan asociados con el deterioro de la

leche (Dutra et al., 2022). Estos pueden crecer en un rango de temperatura de 20°C a 40°C, siendo
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32°C la temperatura Optima para su crecimiento. ElI conteo de aerobios mesoéfilos se realiza
mediante el vertido de muestras diluidas en placas de agar con un medio de cultivo que les permita
desarrollarse, seguido de su incubacion y unas condiciones establecidas para su crecimiento

(Freitas et al., 2009).

Otro de los indicadores de calidad méas importantes en la leche es el recuento de células
somaticas en la leche cruda (RCS). Este analisis es de suma importancia para conocer el estado
sanitario de las ubres de las vacas. Las células somaticas comprenden glébulos blancos y algunas
células epiteliales que se desprenden del tejido mamario. Se usan como indicador de calidad,
puesto que un recuento alto indica signos de mastitis, afectando la calidad de la leche y la salud
del animal (Longrui et al., 2024). De igual manera se establecen metodos cualitativos como la
prueba de reductasa que es un indicador de calidad sencillo de ejecutar y muy practico en la
industria lactea. Esta metodologia se fundamenta en el tiempo de decoloracion del azul de
metileno, colorante que es usado comunmente en este procedimiento. La rapidez con la que se da
la decoloracion del azul de metileno en la leche se da en funcion del nimero de microorganismos
gue esta contenga; es decir, que entre mayor sea la carga microbiana menor tiempo de decoloracion

presentara la muestra (Garcia et al., 2014),

8.2.1. Recuento de Aerobios Mesdfilos.

El recuento de aerobios mesofilos es un indicador de calidad muy comun en alimentos,
especialmente en materias primas como la leche cruda, al ser un medio rico y optimo para la
proliferacion de este grupo bacteriano. El recuento de estos microorganismos refleja las
condiciones higiénicas a las que se ha sometido la leche cruda, desde su ordefio hasta su
procesamiento. En la interpretacion de este metodo es importante tener en cuenta que de los

resultados arrojados por este indicador ciertamente dependera la estimacion de la vida util del
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producto. Es decir que un alimento que es altamente perecedero como la leche, si se manipula de
forma correcta pero se almacena por un largo tiempo puede desarrollar contaminacion por este
grupo de microorganismos no por condicion de higiene si no por la vida util del mismo que se

deteriora (Diaz et al., 2014).

A continuacion en la figura 5, se presentan los resultados de los recuentos en placa
obtenidos en el mes de mayo para las rutas de leche cruda que bastecen el centro de acopio de
Lacteos La esmeralda (Lacteos la Esmeralda no realiza andlisis microbioldgicos rutinarios de leche
cruda, por lo tanto, el anélisis realizado en el mes de mayo tuvo como propdsito conocer la calidad
microbioldgica de la leche que se destind a pruebas de cGMP). En este anélisis se ha tomando
como normativa de referencia para el limite establecido de aerobios mesofilos la NTC 399 de
2002, la cual establece los requisitos generales y especificos que debe cumplir la leche cruda;
estipula ademas, que el valor maximo permitido de aerobios meséfilos en leche cruda no debe ser

mayor a 700,000 UFC/mL.
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Figura 5. Recuento de aerobios mesofilos en las rutas de leche analizadas en el mes de mayo.
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La grafica 5 presenta los recuentos de aerobios mesdéfilos obtenidos en el mes de mayo.
Donde se evidencio que sele el 29% de las rutas de leche cruda se encuentran en condiciones
sanitarias aptas para consumo humano con recuentos que oscilan ente 5,40x10° UFC/mL y
6,20x10° UFC/mL, segun lo establecido por la Norma Tecnica Colombiana 399 de 2002 que
estipula que el recuento de aerbobios mesofilos debe ser <7x10°UFC/mL. Por el contrario el 71%
de las rutas presentaron recuentos de 1.60x10°® UFC/mL por lo que se calificaron como rutas que
no se encuentran en optimas condiciones, y que pueden son propensas a generar dafio en la calidad
del producto final al que se destina esta materia prima. Es importante destacar que la leche con
este numero de recuentos obtenidos por el mes de mayo se destino a procesos de pasteurizacion y
ultrapausterizacion para luego ser usada en leche UHT de media vida util con el fin de no prolongar
su tiempo de almacenamiento o distribucion, de igual manera a todos los lotes que se originaron
de estas materias primas de recuentos altos se les realiz6 un seguimiento de vida util para
evidenciar si se presentaba alguna alteracion. De los resultados obtenidos se atribuyo el elevado
numero de recuentos a la falta de higiene en el proceso de ordefio, pérdida de la cadena de frio
correspondiente, tiempos prolongados de almacenamiento en el centro de acopio y equipos en mal
estado de higienizacion (Arrieta et al., 2019), lo que genera que la leche de las rutas Bojaca y
Alban sea de mala calidad y no apta para consumo humano. Los altos recuentos encontrados en
este estudio son similares a los obtenidos por Freire — Guevara y colaboradores (2019), en su
investigacion en ganaderias de la provincia de Cotopaxi, Perd, con recuentos de 7,6x10° UFC/mL
a 7,90x10” UFC/mL. Dichos autores asociaron la elevada carga microbiana con malas précticas
de ordefio, mencionando el uso de toallas reutilizables, la falta de higienizacion de las ubres y las
condiciones de almacenamiento de la leche en tanques plasticos por tiempos prolongados sin una

cadena de frio 6ptima. De igual manera, Albuja -Landi y colaboradores (2021), reportan recuentos
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de aerobios mesofilos altos en todas las rutas de abastecimiento de leche segln su investigacion
en un centro de acopio en la provincia de Tungurahua, Ecuador, con valores significativos de
1,22x10% UFC/mL en época de invierno y 8,07x10° UFC/mL en época de verano. Ademas,
sugirieron que los aerobios mesofilos en leche cruda son inevitables debido a que la mayoria de
los géneros que conforman este grupo provienen de las ubres de las vacas y del proceso que
transcurre la leche del campo a la mesa. Sin embargo los resultado obtenidos no se relacionan con
los promedios de acidez expresados en acido lactico puesto que estos se encuentran cumpliendo

los previsto por el decreto 616 de 2006.

8.2.2. Prueba de Reductasa.
El tiempo de reduccion de azul de metileno en la leche es un método cualitativo muy relevante en
el control de calidad microbiol6gico de la leche cruda, dicha reduccion ocurre por el potencial de
oxido reduccién que originan las bacterias en el proceso de respiracion eliminan el oxigeno
disuelto en la leche y el colorante se reduce hasta ser eliminado totalmente (Eche et al., 2019)
(Luigi et al., 2013). EI principio basico de esta técnica radica en que el azul de metileno en su
forma oxidada tiene una coloracion azul y en su forma reducida es incoloro, cuando los
microorganismos crecen en la leche consumen el oxigeno presente en ella. Si la carga microbiana
es muy elevada el consumo de oxigeno es mayor y el potencial de oxido-reduccion disminuira
rapidamente, junto con el colorante, es decir, que el tiempo en horas que se tarde en reducir el
colorante es proporcional al nimero de bacterias presentes en la leche. Esta técnica es versatil

debido a que no requiere equipos o reactivos muy costosos (De la cuesta, 2005).

En Colombia la NTC 399 de 2002 expone los requisitos que debe cumplir la leche cruda y en tal
sentido establece que se debe realizar la prueba de reduccion de azul de metileno a la leche cruda

con una estimacion de 4 horas de duracion minima en la coloracién para considerarse apta para el
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consumo humano o procesos de derivados lacteos (NTC 399, 2002). Para la interpretacion de

resultados se ha dispuesto una clasificacion para calidad de la leche de acuerdo con el tiempo de

reduccién arrojado por la prueba.

Tabla 4. Interpretacion de resultados de la prueba de reductasa.

Clasificacion de la Tiempo de
leche Reduccién

Leche de buena Mayor a 4 horas

calidad

Leche de calidad 2 horas a 3 horas

regular

Leche de mala Menor a 2 horas

calidad

Fuente: (NTC 6103, 2015), (SENA, 1987)

A continuacion, en la tabla 4 se exponen los resultados obtenidos para la prueba de reductasa en

las rutas de leche cruda analizadas en las semanas 1,2 y 3 del mes de mayo.

Tabla 5. Resultado semanal de la prueba de reductasa

CALIDAD CALIDAD CALIDAD
SEMANAL1 DE LA SEMANA DE LA SEMANA DE LA
LECHE 2 LECHE 3 LECHE
RUTAS TRAM TRAM TRAM
Arboles 3 horas Regular 3 horas Regular 2 horas Regular
oo O EECCEECTD
Facatativa 1 2 horas Regular  [NANHGIGS NBUEREN
Alban 3 horas Regular 2 horas Regular  [I4NhoraS N I BUeha
Duitama ~ Shoras  Buema  7horas  Buena  6Ghoras  Buema
Facatativa 2 3 horas Regular 3 horas Regular 3 horas Regular
Bojaca 3 horas Regular 3 horas Regular 2 horas Regular

* TRAM: tiempo de reduccién del azul de metileno

Conforme a los resultados obtenidos se evidencia que ninguna de las rutas presenta leche
de mala calidad. Sin embargo; la ruta Facatativa 2, Arboles, Bojacéa ingresaron leche de calidad
regular en las 3 semanas, a diferencia de la ruta Duitama que presento leche de buena calidad en

las tres semanas. Al realizar una comparacion con los recuentos en placa se evidencia que la leche
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de calidad regular pudo estar sujeta a los altos recuentos obtenidos de microrganismos mesofilos
que presentaron algunas rutas como el caso de Facatativd 2, Bojaca que de igual manera
presentaron un recuento de células somaticas altos, como se describe en el siguiente apartado.
Estos resultados pueden contrastarse con el estudio realizado por (Jurado et al., 2020) quienes
afirmaron que existen muchos factores que pueden influir en la determinacion de la reduccion del
azul de metileno en los que se destacan, la composicion de la leche, la relacion de la leche con
mastitis donde se demostré que esto provoca una caida del potencial eléctrico de la leche
rapidamente por lo que la presencia de leche mastitica podria alterar los resultados de la prueba.
De igual manera, la leche puede contener enzimas donadoras de hidrogeno que pueden activarse
y ocasionar el descenso del potencial eléctrico de la leche sin necesidad de la presencia de
microorganismos, haciendo que la reduccion del azul de metileno se lleve a cabo de manera mas
rapida. Segun lo reportado por (Mamani, 2010) en su investigacion sobre calidad higiénica de la
leche por el método de reduccion de metileno en ordefios mecanicos y manuales, asociaron que la
época de clima frio influye en el tiempo que demora el colorante en desaparecer de la leche. Puesto
que, cuando se mantenian dias frios, la leche no generaba un aumento en la proliferacion de
microorganismos haciendo que el tiempo de reduccién fuera mas lento. De igual manera, se resalta
la aplicacion de las buenas practicas de ordefio, el almacenamiento y transporte de la leche como

indispensables para asegurar la calidad de la leche.

8.2.3. Recuento de Células Sométicas.

Las células somaticas en la leche son un indicador crucial de su calidad. Estas células, que
incluyen principalmente leucocitos y células epiteliales, aumentan en nimero cuando la vaca tiene
una infeccion mamaria. Un conteo elevado de células somaticas puede afectar negativamente la

composicién y las propiedades de la leche, reduciendo su vida util y alterando su sabor y textura.
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Por lo tanto, monitorear y mantener bajos niveles de células somaticas es esencial para asegurar la
produccidn de leche de alta calidad, segura y nutritiva para el consumo humano (Sharma et al.,

2011).

El recuento de celular sométicas (RCS) es un importante indicador de calidad en la leche
cruda, puesto que es un predictor util de la exposicion de las vacas a la mastitis, que es una
infeccion causada por bacterias a la ubre. Los recuentos de células informados en casos de ausencia
de infeccion mamaria oscilan entre 200,000 y 100,000 células/ml. Sin embargo cuando los
recuentos sobrepasan las 800,000 células/ml se asocian con infecciones persistentes por mastitis
ocasionando pérdidas econdmicas, pérdida de calidad de la leche cruda y un peligro para la salud

del consumidor si la leche llegase a un producto terminado (Burbano, 2018).

Tabla 6. Recuento de células somaticas en las rutas analizadas

RUTAS RCS/mL CUMPLIMIENTO
Arboles 458.671 Si
Facatativa 2 907.584 no
Facatativa 1 846.318 no
Duitama 616.360 Si
Bojaca 2.903.678 no
Alban 317.329 si
Esmeralda 906.974 No
ESPECIFICACION <700.000 RCS/mL

* Fuente: NTC 399 de 2002

La tabla 6 presenta los resultados obtenidos por el ICA en la semana 1 del mes de mayo
para las rutas de leche cruda de la planta lacteos la Esmeralda, se evidencia que la ruta Facatativa
1, con RCS de 846318 células/mL y Facatativa 2 con 907,584 células/ml, Bojaca 2.903.678
células/ml y Esmeralda 906.974 células/ml no cumplen con los valores contemplados en la Norma
Técnica Colombiana 399 de 2002, al sobrepasan los 700.000 células /ml. Esto indica que las rutas

estan recibiendo leches de los proveedores con prevalencia de mastitis. Estos resultados son
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similares a los obtenidos por (Arrieta et al., 2019) donde atribuyen los altos recuentos a la falta de
tratamiento con mastitis y buenas préacticas de ordefio. Por otro lado, (Chamorro y Igua, 2009)
atribuyeron el aumento de recuento de células somaticas con la edad del animal debido a que las
vacas viejas pueden ser mas suceptibles a infecciones de las glandulas mamarias. Asimismo, se
relaciond la influencia de la etapa de lactancia con el elevado nimero de recuento de células
somaticas. En las primeras semanas después del parto, este niUmero puede incrementarse debido a

la produccion de calostro y la inflamacion de la ubre..

8.3. Identificacidn de la Presencia de Glicomacropéptido de Caseina (cGMP) en las
Rutas de Leche Cruda Que Abastecen la Planta de Lacteos la Esmeralda Mediante
el uso del Test Inmunocromatografico STICK cGMP.

La industria lactea en Colombia ha generado un impacto social y econémico importante
puesto que la produccion de leche en el territorio es una de las principales fuentes de ingreso de
muchos hogares. La leche por ser un alimento tan completo nutricionalmente, se ha convertido en
objetivo para la adulteracion por motivos econémicos (EMA), termino que ha sido descrito por la
farmacopea de estados unidos como la adicion, dilucidn, o sustitucién de sustancias no autenticas
de un producto con fines econdmicos (Darvishi et al., 2024). Colombia ha centrado su atencion en
la adulteracion de leche con suero de queseria, practica desleal que genera cambios en la calidad
de la materia primay por ende del producto final, para el cual se destina la leche cruda. Los reportes
sobre el uso excesivo de lactosuero de queseria en dosis altas resultan en dolor de estmago, dafio
de la microbiota intestinal, dolor de cabeza; entre otros sintomas (Vera et al., 2022). Si se evalua
desde el punto de vista nutricional la adicion de suero en la leche es catalogado como un engafio
al consumidor puesto que este desconoce realmente la composicion del producto final que esta

incluyendo en su dieta .
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Es importante mencionar que existen dos métodos de coagulacion de la leche: uno se da
por coagulacion lactica que ocurre por la adicion de acidos o por bacterias que producen &cido y
modifican el pH de la leche. El segundo método es enzimatico y es el mas usado en la industria
lactea colombiana, este se da por la adicion de la enzima quimosina que esta presente el cuajo
que es el producto con el cual se hace dicha coagulacion (Vera et al., 2022 ) . Durante la
coagualcién de la leche esta se separa en una fase solida que se conoce como cuajada y esta
compuesta por K-caseina y una fase liquida conocida como suero compuesta de cGMP, siendo
este compuesto un candidato muy apto para usarse como marcador de adulteracion de la leche
puesto que es un compuesto propio del lactosuero (Troch et al., 2017). Este tipo de adulteraciones
no es posible detectarlas mediante los tipicos anélisis fisicoquimicos por lo que representan un

desafio para los proveedores y distribuidores.

En Colombia la normativa que regula las condiciones que debe cumplir la leche para
consumo humano, procesamiento, transporte, envasado, comercializacion, exportacion o
importacion es el Decreto 616 de 2006. Aunqgue en él se enumeran las prohibiciones incluyendo la
adicion de lactosuero en cualquier etapa de produccion lactea, no especifica el metodo ni la
cantidad minima permitida de lactosuero adicionado, desencadenando asi una despreocupacion
para las industrias lacteas. Es hasta el afio 2023 cuando el INVIMA present6 a nivel nacional la
Resolucidn 2270 de 2023 la cual establece que la concentracién méaxima permitida de lactosuero
debe ser de 30 mg por litro de leche, y que el método de determinacion mas adecuado debe ser la

técnica de HPLC.

Aunque el HPLC ha sido descrita como la técnica mas eficaz para la deteccion de cGMP
existen métodos cualitativos mas sencillos que han sido propuestos como alternativas

economicas rapidas y sencillas para la deteccion del cGMP como lo son los métodos
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inmunocromatograficos tambien Ilamados ensayos de flujo lateral. Esta técnica basa su
funcionamiento en reacciones antigeno-anticuerpo que reaccionan entre si y permiten la deteccion
rapida del analito, que en este caso seria el cGMP, expresando un limite de deteccion visual de 1%
a 4% segun la marca comercial, en lo cual destacan laboratorios como operon, zeulab y Bioeasy

(Rajan et al., 2013).

Para la evaluacion realizada en este estudio se empleo el kit inmunocromatografico stick
cGMP de la casa comercial Operon. A diferencia de los demas, este Kit tiene una particularidad
especial y es la diferenciacion de la linea de control (color azul) y la linea de resultado (color
rojo). En los demas kits las dos lines tanto de control como del resultado son del mismo color, lo
que hace un poco dificil su lectura; ademas, el kit de Operon estima un limite de deteccion hasta

4% .

A continuacion en la tabla 7, se presentan los resultados obtenidos para la deteccion de
cGMP mediante el uso del kit stick cGMP en cada una de las rutas de leche en estudio. Estas
pruebas se realizaron una vez por ruta en el mes de mayo (Los anélisis de cGMP se realizaron

Unicamente en el mes de mayo, ya que la empresa adquiri6 el kit en ese periodo de tiempo).

Tabla 7. Resultados de la determinacion de cGMP con el uso del kit inmucromatografico Stick
cGMP.

% CONCENTRACION

RUTA GMP EVALUADA RESULTADO
Arboles 2 Negativo
Esmeralda 2 Negativo
Facatativa.l 2 Negativo
Alban 2 Negativo
Duitama 2 Negativo
Facatativa.2 2 Negativo
Bojaca 2 Negativo
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*Limite de sensibilidad evaluado en la muestra final analizada en la tira.

Los andlisis de presencia de glicomacropéptido de caseina (cGMP) en leche cruda para las
diferentes rutas mediante el uso de kit de deteccion rdpida reportan que la leche que ingresa a
lacteos La Esmeralda se encuentran negativas para lactosuero a una concentracion de 2% lo cual

corresponde a una concentracion entre 15 — 30 mg/ml de cGMP (Martin et al., 2009).

La figura 6 corresponde a la forma en que se evidencia la linea azul descrita como control
negativo e indicador de que el procedimiento se desarroll6 de manera eficiente en cada muestra
analizada. Cuando la muestra es invalida y/o mal procesada, no se reflejara la aparicion ni de la

linea azul de control negativo, ni de la linea roja que indica el resultado (Operon S.A. , 2017).

La determinacion de cGMP con tiras reactivas se ha impuesto como una alternativa rapida
y ha demostrado que sus resultados son similares y se correlacionan positivamente con los
obtenidos mediante HPLC, por lo que se plantea como un método cualitativo valido para
identificar cGMP en leche cruda (Martin et al., 2009). De igual manera, Vera y colaboradores
(2022), registraron una alta sensibilidad en el kit inmunostick cGMP al evaluar muestras de leche
fresca no adulteradas y leche adulterada con una concentracion del 5% de cGMP. Ademas, se
demostro que el método puede ser aplicado a pruebas de rutina en leche o productos terminados

de pequefias o grandes industrias (Oancea, 2009).
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Figura 6.Resultados negativos de cGMP mediante el kit inmuno stick CGMP

RUTA ALBAN

- —— — —

Una limitacion de esta prueba estd sujeta a la leche de mala calidad. La presencia de
pseudoGMP generado por accion bacteriana da lugar a resultados positivos, por lo que se
recomienda establecer el limite de deteccidn de la prueba en funcion de la calidad microbiol6gica
de la leche a evaluar y su confirmacién por HPLC, teniendo en cuenta que este Gltimo es el método
que puede discriminar entre el cGMP y productos estrechamente relacionados con resultados de

la actividad bacteriana (Vera et al., 2022 ).

8.4. Determinacioén de la Concentracion de Glicomacropéptido de Caseina (cGMP) en
las Rutas de Leche Cruda Que Abastecen la Planta de Lacteos la Esmeralda
Mediante el uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

La implementacion de HPLC como técnica ha sido un punto de partida para muchas
empresas en Colombia, que ha permitido establecer valores de referencia para mitigar el impacto
de practicas fraudulentas en el sector lacteo. Tal y como se ha indicado, esta técnica fue descrita

en Colombia como método de referencia para la determinacion de lactosuero en leche cruda.
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A continuacion, la tabla 8 expone los resultados obtenidos en el laboratorio externo de
Biotrends para el analisis de cGMP mediante la técnica de andlisis de HPLC, que se realizé a las
7 rutas de leche cruda en mencidn. Estos andlisis se realizaron una sola vez por ruta en el mes de
mayo. Se tom6 como referencia la Resolucion 2270 de 2023 en la cual se establece que la

concentracion de cGMP en leche cruda debe ser maximo de 30mg/L.

Tabla 8. Resultados obtenidos en el laboratorio de Biotrends para la determinacion de cGMP
mediante la técnica HPLC

RUTA | MES | RESULTADO [ESPECIFICACIONES |CUMPLIMIENTO
Arboles Mayo <15,3 mg/l Méximo 30,0 Sl
Esmeralda | Mayo <15,3 mg/l Méximo 30,0 Sl
Facatativa.1l| Mayo <15,3 mg/l Maximo 30,0 Sl
Alban Mayo <15,3 mg/l Méaximo 30,0 Sl
Duitama | Mayo <15,3 mg/l Maximo 30,0 Sl
Facatativa.2| Mayo <15,3 mg/l Maximo 30,0 Sl
Bojaca Mayo <15,3 mg/l Maximo 30,0 Sl

Los resultados obtenidos para la determinacion de cGMP mediante la técnica de HPLC
fueron satisfactorios, puesto que los resultados de la cuantificacion arrojo6 valores inferiores a 15,3
mg/L de cGMP, valor reportado como favorable por el Resoslucion 2270 de 2023 (anexo 4). Al
realizar un analisis comparativo se encontro que la implementacién del kit en los analisis de rutina
de la empresa son eficientes y que se pueden corroborar mediante la técnica cuantitativa de HPLC,
es decir, la implementacién de ambos genera resultados mas confiables. Estos resultados se
pueden contrastar con lo obtenidos por Oancea (2009), quien establecié que los resultados

obtenidos por la implementacion de estos dos métodos son confiables en comparacién con otros
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métodos que implican colorimetria. De igual manera Vera y colaboradores (2022 ), sefialan que la
técnica de HPLC es robusto y arroja sefiales altas en el cromatograma. También afirmaron que el
tratamiento de la muestra con &cido tricloroacético (TCA 24%) permitio una mejor precipitacién
de las proteinas y desarrollo de la técnica, y sugirieron que ambos métodos son repoducibles y
confiables en la evaluacion de cGMP. Ademas, el uso del kit puede usarse en pequefias empresas
como prueba rutinaria. Sin embargo, se sugiere realizar pruebas confirmativas mediante HPLC, es

decir, que se implementen los dos métodos para mayor seguridad de los resultados.
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9. Conclusiones.

La calibracion del Ekomilk evidencid que el equipo es confiable para la determinacion de
los pardmetros fisicoquimicos de la leche cruda que ingresa a la planta, puesto que los
valores obtenidos mediante el equipo y el método tradicional presentan variaciones
minimas.

La determinacion de los parametros fisicoquimicos demostré que la leche cruda que ingresa
al centro de acopio de Lacteos La Esmeralda, cumplen con el 100% para el contenido de
grasa, , proteina y acidez de los requisitos expuestos en el Decreto 616 de 2006. Por el
contrario solo el 57% de las rutas analizadas cumplieron con la determinacion del
parametro de densidad establecido.

Los recuentos de Aerobios mesdfilos sugieren que el 29% de las rutas de leche cruda que
ingresan al acopio de Lacteos la Esmeralda cumplen con los limites para leche cruda de
buena calidad establecidos por la NTC 399 de 2002. Por el contrario el 71% de las rutas
no cumplen con el limite que exige la normativa. Lo que destaca la necesidad de mejorar
los procesos de produccion y manejo de la leche para garantizar su calidad y seguridad.
La prueba de reductasa indico que el 38% de las rutas de leche cruda, presentaron leche de
buena calidad, cumpliendo asi el limite establecido por la NTC 399 de 2002, que estima
que la leche cruda debe tener un tiempo de reduccion minimo de 4 horas. Por su parte, el
62% de muestras restantes analizadas fueron calificadas como de calidad regular. Esto
indica que solo una baja proporcion de las muestras cumplen con los estandares esperados
de calidad, mientras que la mayoria presenta algun grado de deficiencia que debe ser
abordado para mejorar la calidad en general de la materia prima.

El recuento de células somaticas permite determinar que el 43% de las rutas de leche cruda,

cumplen con los requisitos establecidos por la NTC 399 de 2002, lo que refleja un nivel de
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calidad aceptable, indicando un buen manejo de la salud del ganado y procesos de ordefio.
Sin embargo, el 57% de las rutas no cumple con los requisitos, evidenciando posibles
problemas en las practicas de higiene, por lo que se considera leche de mala calidad con
prevalencia de mastitis.

Los resultados de la identificacion de la presencia de cGMP mediante el Kit
inmunocromatogréafico stick cGMP en las rutas de leche cruda demostraron que no existe
adulteracion por adicién de lactosuero a las rutas arrojando un valor negativo en la tira de
reaccion.

La técnica de cromatografia de HPLC empleada para la determinacién cuatitativa de cGMP
demostro que todas las rutas analizadas presentan un valor de cGMP <15,30 mg/L, lo cual
indica que la leche cruda analizada posee una concentracion menor al limite de aceptacion
segun la normativa (Decreto 2270 de 2023) y que la leche se encuentra libre de adulteracion
de lactosuero.

Acorde a los resultados obtenidos, Lacteos la Esmeralda concluye que la implementacion
de kits inmunocromatograficos puede considerarse como una opcién viable para la
evaluacion rutinaria de adulteracion por lactosuero en la leche cruda, puesto que requiere
el uso de menos equipos y presenta una menor inversion. Sin embargo, es necesario su
contraste de manera periddica mediante analisis por HPLC para determinar
cuantitativamente la concentracion de cGMP en la eche cruda, respecto a los valores de

referencia emanados por la normativa vigente.
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10. Sugerencias 0 Recomendaciones.

Lacteos la Esmeralda debe mejorar el control de la cadena de frio desde el ordefio hasta su
procesamiento para evitar el crecimiento de bacterias, que pueden comprometer la calidad
de la leche y la salud del consumidor.

Para evitar posibles pérdidas en el producto terminado se recomienda establecer un plan de
muestreo rutinario la leche cruda que ingresa a la planta y auditorias periddicas de
cumplimiento de requisitos expuestos por las normativas para la leche cruda.

Mejora de procesos en el transporte y almacenamiento de la materia prima.

Implementar capacitaciones sobre procedimientos rigurosos de limpieza y desinfeccion
diaria de las instalaciones donde se lleva a cabo el ordefio, incluyendo desinfectar los
equipos de ordefio, las salas de esperay las areas de manejo del ganado.

Establecer planes de limpieza y desinfeccion de los equipos donde se lleva a cabo el
procesamiento de la materia prima para evitar posibles contaminaciones cruzadas.
Disefar estrategias para la gestion del aprovechamiento de residuos de lactosuero para

promover practicas agricolas sostenibles.
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12. Anexos

Anexo 1.Prueba de reduccién de azul de metileno

Anexo 2.Cronograma de muestreo para la determinacion de cGMP
en el laboratorio externo Biotrends

FECHA MAYO
MUESTREO
8/05/2024 ARBOLES
8/05/2024 ESMERALDA
16/05/2024 FACATATIVA1
16/05/2024 ALBAN
23/05/2024 DUITAMA
23/05/2024 FACATATIVA?2
28/05/2024 BOJACA




Anexo 3.Procedimiento de determinacion de cGMP mediante kit stick cGMP

600ul leche + 400ul TCA

1 8% TCA 2 4
" \ 3 Realizar diluciones seriadas
il g ” 900, solucion buffer + 100
Filtrar el

sobrenadante

5

Introducir tira en

la dilucién al 2%
DILUCION 1/10

DILUCION 1/100
DILUCION 1/1000

para lectura

Anexo 4.Resultados de cGMP expedidos por Biotrends
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REVISION 09 INFORME DE ANALISIS ’
FECHA DE ACTUALIZACION Biotrends —
1SO/IEC 17025:2017
2024-05-08 ovararene 15-LAB-050
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INFORMACION DEL CLIENTE INFORMACION DE TOMA DE ITEM DE ENSAYO
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controlcalidadiaesmeralda @ gmail.com
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TABLA DE RESULTADOS
PARAMETRO METODO UTILIZADO RESULTAGOS T REGLA ESPECIFICACION CUMPLIMIENTO

Glicomacropeptida de caseina (c-GMP) P-LF-100 Métada de analisis para ia <153 ] REGLA1 | ug/mi-mgl | Maxmao 30,0 Sl

deserminacién del giicomacropéptida de

cassina {c-GMP} en leche por
cromatogratia liquida de alta sficiencia
(HPLC). Fecha 2023- 06-27 Acreditado.
INTERPRETACION DE RESULTADO
"EL ITEM DE ENSAYO S| CUMPLE CON LA ESPECIFICACION: Resolucién 2270 de 2023 - Articulo 1 méximo de C: opeptido (CMP)"

Obsarvacionas
-En Biotrends L SAS con acraditacién ONAC, vigente a la fecha, eon codigo de acreditacion 15-LAB-050, bajo la norma ISONEC 17025:2017
“Los son validos para el item lizadk
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