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CAPITULO |

IMPLEMENTACION DE TECNOLOGIA DE MEMBRANAS EN ELPROCESO DE
ELABORACION DEL QUESO PAIPA Y SU EFECTO EN LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA, PERFIL LIPIDICO Y ACEPTACION SENSORIAL

1. INTRODUCCION

El queso Paipa, es un derivado lacteo tradicional de Boyaca reconocido por sus
cualidades organolépticas que se elabora con leche cruda de vaca bajo un
proceso de semimaduracién no mayor a tres semanas, siendo el Unico queso en
Colombia en el que se incluye una etapa de maduracion. Con base en ese legado
tradicional al queso Paipa se le otorgd reconocimiento de propiedad intelectual en
la modalidad de protecciébn de denominacién de origen (Superintendencia de
industria y comercio, 2011).

La leche que da origen al queso Paipa, proviene de sistemas de produccion que
se caracterizan por ser de pequefios productores, que alimentan al ganado
mediante pastoreo tradicional, sal mineralizada y agua, donde predominan las
razas Normando, Pardo Suizo y Holstein en diferentes cruces. Los ordefios
carecen de infraestructura especializada y pese a los esfuerzos que se realizan en
la implementacion de las Buenas Practicas de Ordefio (BPO), no se logra obtener
leche cruda con la calidad microbiologica y sanitaria adecuada para el
procesamiento del queso (Neira & De Silvestri, 2006).

Las propiedades organolépticas del queso Paipa se pierden cuando se le realizan
procesos de higienizacion térmicos a la leche, a tal punto que su maduracién se ve
afectada; a nivel general se sabe que estos procesos modifican el sabor de la
leche y por consiguiente de sus derivados (Cappozzo, Koutchma, & Barnes, 2015)
por esta razén el queso Paipa siempre se ha elaborado con leche cruda de
manera artesanal y sus caracteristicas las adquiere por toda la interaccién que de
manera natural se presenta en sus componentes incluyendo los microbiolégicos a
lo largo del proceso.

La microfiltracion tangencial se viene empleando como una herramienta
importante en la tecnologia lactea con muchas aplicaciones incluyendo la mejora
de la calidad microbiologica sin tener gran afectacion sensorial; en una
investigacion realizada por Amornkul & Henning, 2007 se demostré que el uso de
tecnologias de membranas en la fabricacion de queso cheddar es efectiva en el
control microbioldgico y tiene mejor aceptacion por parte de los consumidores. Por
otra parte la microfiltracibn ha logrado separar las células soméaticas, que se
presentan en la leche por causas como la mastitis, ya que estas tienen efectos
enzimaticos adicionales que alteran la leche y los derivados. (Li et al., 2017)



Se plantea con este trabajo de investigacion, implementar la microfiltracion con
tecnologia de membranas en el proceso de elaboracion tradicional del queso
Paipa, sin alterar sus caracteristicas sensoriales, determinar su viabilidad como
alternativa de higienizacion diferente a los procesos convencionales establecidos
en la normatividad colombiana.

2. MARCO CONCEPTUAL
2.1 Leche

En Colombia el Ministerio de Proteccién Social define a la leche para consumo
humano desde el punto de vista legal como el producto de la secrecibn mamaria
normal de animales bovinos, bufalinos y caprinos lecheros sanos, obtenida
mediante uno o mas ordefios completos, sin ningun tipo de adicion, destinada al
consumo en forma liquida o a elaboracion posterior (Ministerio de la Proteccion
Social, 2006).

Definiciones recientes, hacen referencia a leche fresca sin procesar en lugar de
referirse a leche cruda como tradicionalmente lo hacen los legisladores
productores y consumidores, aduciendo que puede considerarse como una
materia prima que se extrae de las glandulas mamarias en su mayoria de
herbivoros y es acopiada para realizar o no un procesamiento. Cuando
tradicionalmente se menciona leche cruda, se hace para especificar que no ha
sido pasteurizada y en algunos paises separan leche cruda de leche procesada
para consumo y se genera controversia sobre todo por los alcances que tiene el
nombre que se le dé en su momento (Baars, 2019); el Codex Alimentarius define
la leche cruda a aquella que no ha sido calentada a mas de 40°C ni sometida a
ningun tratamiento que tenga un efecto equivalente (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2011) .

La leche desde el punto de vista biologico es un fluido muy complejo con diversos
tipos de moléculas que se presentan en tres fases, emulsidn, solucion y
suspension; se han identificado mas de 200 componentes en la leche de vaca, de
los cuales los mas estudiados y que se presentan en mayores cantidades son
agua en un 87,4% lactosa 4,8%, grasa 3,7%, proteina 3,4% (2,8% de caseina y
0,7% de proteina de suero) y minerales 0,7% (Cazacu, Petcu, & Cretescu, 2015).
Los principales componentes de la leche se ubican dentro de las diferentes fases
de la siguiente manera, los lipidos en globulos emulsionados revestidos por una
membrana, las proteinas en coloides en fase dispersa mediante micelas y la
mayoria de los minerales y toda la lactosa en solucion verdadera (Renhe, Perrone,
Tavares, Schuck, & de Carvalho, 2019).



2.1.1 Composicion proteica

La leche bovina contiene aproximadamente 3,5% de proteina, fraccionada en dos
grupos principales, las proteinas que son caseinas forman micelas que se
precipitan cuando la leche se acidifica a pH 4,6 con temperaturas de 20 ° C y las
proteinas que permanecen estables de manera soluble bajo estas condiciones se
denominan proteinas del suero, estos grupos estan relacionados en la Tabla.1.

Las caseinas han sido ampliamente investigadas, por su importancia en la
composicion de los derivados lacteos y el rendimiento, se consideran todas
fosfoproteinas donde el grupo fosfato une grandes cantidades de calcio y son
importantes para la formacién de la micela; en la leche el 95% de la caseina son
particulas coloidales gruesas, con diametros entre 50 y 300 nm (en promedio~150
nm), una micela sobre una base de peso seco, contiene en promedio 94% de
proteina y 6% de iones pequefios, principalmente calcio, fosfato, magnesio y
citrato, que forman el fosfato de calcio coloidal (CCP). Estas particulas se forman
dentro de las células secretoras de la glandula mamaria y presentan poca
variacion después de la secrecion (Renhe et al., 2019)

Las proteinas del suero se presentan en menor cantidad; las principales son,
Lactoglobulina, a-Lactalbumina y las inmunoglobulinas, cerca del 50% de las
proteinas del suero son B Lactoglobulinas con un peso molecular de 18000 dalton,
presentan las variantes genéticas A,B,C,D,E,F y G que contienen dos enlaces
disulfuro internos y un grupo tiol libre que es importante en los cambios que se
generan cuando la leche se calienta, las a-Lactalbuminas representan el 20% de
las proteinas del suero con un peso de 14000 dalton y contienen cuatro enlaces
disulfuro uniéndose a dos atomos de calcio que causan su desnaturalizacion
cuando se eliminan (Park & Haenlein, 2013).



Tablal. Proteinas de la leche de vaca g/l

Proteina Total 36
Caseina Total 29.5
a s1 Caseina 11.9
a s2 Caseina 3.1
B Caseina 9.8
K Caseina 3.5
y Caseina 1.2
Proteina Suero 6.3
a-Lactalbumina 1.2
B Lactoglobulina 3.2
Albumina sérica 0.4
Immunoglobulinas 0.8
Proteosas-peptonas 1

(Park & Haenlein, 2013)
2.1.2 Composicion lipidica

Los lipidos representan del 3 al 5% de los componentes presentes en la leche, se
encuentran en glébulos grasos emulsionados en la fase acuosa y son de
diferentes tamafos desde 1 a 10 um; la mayor cantidad de glébulos grasos de
leche tienen de tamafio 1 pm pero la mayor cantidad de masa lipidica la
conforman los de 4 um y estan compuestos aproximadamente en un 95% por
triacilgliceroles, ademas de esteres de retinol y esteres colesterilicos; estan
cubiertos por una membrana globular compuesta de fosfolipidos, proteinas,
colesterol y enzimas que son compuestos bipolares que hacen que la emulsién
sea estable. (German & Dillard, 2006)

La membrana globular tiene similitud a la membrana plasmatica, consta de dos
capas con un espacio entre ellas y estd compuesta por triacilgliceroles de alto
punto de fusibn en un 62% aproximadamente, fosfolipidos en un 229%,
diacilgliceroles en 9%, acidos grasos libres en 7% y pequefias cantidades de
liposomas insaponificables y monoacilgliceroles.

En la membrana globular también hay proteina que representa del 25% al 60% de
la masa de la membrana y cerca del 1% de la masa total del glébulo, la mayoria
son altamente especificas, aunque su composicion y estructuras no son bien
conocidas, se sabe que existen al menos 10 especies de proteinas diferentes con
pesos moleculares que van desde 50 a 155 kDa donde predominan las
glicoproteinas, entre las que se encuentran las sialoglicoproteinas. En general, las
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glicoproteinas tienen, ademas de regiones altamente glicosiladas, regiones
fuertemente hidr6fobas, que son necesarias para la unién a los lipidos de la
membrana (Park & Haenlein, 2013)

La butirofilina, con un peso molecular estimado de 64-66 kDa, y la xantina oxidasa,
con un peso molecular de 155 kDa son las principales proteinas de la membrana
del glébulo graso representando cerca del 60% de las proteinas de la membrana.
Otro de los componentes importantes de la membrana globular es su contenido
ezimatico, se han identificado méas de 25 actividades enziméticas en la membrana
globular en la leche de vaca. Las principales enzimas encontradas en la
membrana del globulo graso son de tipo hidrolasas, oxido-reductasas y
transferasas, aunque también se ha reportado aldosa que es una liasa y acetil-
CoA carboxilasa en forma inactiva con funcién ligasa. No se ha reportado la
presencia de isomerasas (Park & Haenlein, 2013)

De los lipidos totales de la leche los triacilglicéridos son el principal componente
(Tabla 2), estos son simplemente la union de una molécula de glicerol con los tres
respectivos acidos grasos unidos por enlaces éster; las posibilidades teoricas de
formacion de diferentes triacilglicéridos llegarian a 64.000.000 si se tiene en
cuenta que en la grasa de la leche pueden estar presentes cerca de 400 &cidos
grasos, que si se calcula de manera aleatoria se obtendrian esas posibilidades, sin
embargo se sabe que esta distribucion no es aleatoria y que existen 14 acidos
grasos principales (Tabla 3) los mas abundantes son el butirico, laurico, miristico,
palmitico, estearico y oléico; a pesar de esto se cree que los triglicéridos de la
leche superan varios miles y se reportan en trazas.

Tabla 2. Composicion de los lipidos de la leche bovina

Lipidos Porcentaje en grasa de leche p/p
Triacilgliceridos (Trigliceridos) 98.30

1-2 Diacilgliceridos (Digliceridos) 0.30

Monoacilgliceridos Monogliceridos) 0.03

Acidos Grasos Libres 0.10

Fosfolipidos 0.80

Colesterol 0.30

Esteres de Colesterilo 0.02

Cerebrosidos 0.10

Gangliosidos 0.01

(German & Dillard, 2006)

La
composicion de un triacilgicerido se expresa como la sumatoria total de carbonos
de sus tres acidos grasos, la clase de triacilglicerido la define si sus acidos grasos
son saturados o insaturados y su estructura hace referencia a la posicién de cada
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acido graso en la molécula del glicerol. La estructura de los triacilgliceridos
determina la accidn lipolitica de las enzimas y tiene efecto en los puntos de fusion,
el comportamiento de cristalizacién, y la dinAmica reoldgica de la grasa de la
leche tanto en los glébulos de grasa como en los procesos de transformacion
(German & Dillard, 2006)

Tabla 3. Principales &cidos grasos en la grasa de la leche

Numero de Nombre comun de &cido

carbonos  graso Rango promedio % del peso
4:0 Butirico 2-5

6:0 Caproico 1-5

8:0 Caprilico 1-3
10:0 Céprico 2-4
12:0 Laurico 2-5
14:0 Miristico 8-14
15:0 Pentadecanoico 1-2
16:0 Palmitico 22-35
16:1 Palmitoleico 1-3
17:0 Margarico 0.5-1.5
18:0 Estearico 9-14
18:1 Oleico 20-30
18:2 Linoleico 1-3
18:3 Linolénico 0.5-2

(German & Dillard, 2006)
2.1.3 Carbohidratos de la leche

El principal carbohidrato de la leche es la lactosa, este azucar representa en
promedio el 4.8% de los componentes de la leche y se encuentra en solucidon
verdadera en forma a y [, le aporta muchas de las propiedades coligativas, como
presibn osmaotica cerca del 50%, la reduccion del punto de congelacion y el
aumento del punto de ebullicion (Renhe et al., 2019).

2.1.4 Aspectos microbioldgicos de la leche cruda

El primer aspecto a considerar de la leche como materia prima es su calidad
microbioldgica, por esta razon se usan varios procesos en la industria para el
control de microorganismos patdégenos con una alta efectividad; en términos
generales, los métodos mas utilizados son los térmicos como la pasteurizacion
(HTST) y la ultrapasteurizacion (UHT), otros como la irradiacion y la esterilizacion
son menos aplicados pero estan contenidos en el decreto 616 de 2006 como
procesos de higienizacién de la leche, donde se eliminan los microorganismos en
todas sus formas de supervivencia (Ministerio de la Proteccion Social, 2006).
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La leche cruda es un medio de cultivo natural para microorganismos, por esta
razén es altamente perecedera y puede contaminarse facilmente mediante tres
vias principales que son: (1) desde el interior de la ubre, (2) desde el exterior de
los pezones y ubre, y (3) del equipo de manipulacion y almacenamiento de leche;
la calidad sanitaria de la leche cruda esta determinada por la menor presencia de
microbiota heterétrofa aerobia y se mide en UFC/ml, esta calidad esta
determinada principalmente por la manipulacion. Los microorganismos se pueden
identificar mediante esquemas simples con aislados en agar SPC donde se
pueden caracterizar en funcion de la morfologia, la tincibn de Gram y pruebas
bioquimicas (Robinson, 2002).

En términos generales los microorganismos presentes en la leche provienen de
varias fuentes, pero una vez en la leche desempefian diferentes funciones,
algunos realizan fermentacion de tipo &cido lactica como: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium y ciertas poblaciones de hongos,
otras bacterias causan deterioro en la leche como las Pseudomonas, Clostridium y
Bacillus; otras se consideran benéficas para la salud como lactobacilos y
bifidobacterias y otras pueden causar enfermedades como la Listeria, Salmonella,
Escherichia coli, Campylobacter, Estafilococcus aureus y hongos productores de
micotoxinas. (Quigley et al., 2013). La normatividad establece que la leche cruda
para consumo humano desde el punto de vista microbiolégico tiene un indice
permisible de maximo 700.000 unidades formadoras de colonia por mililitro en
recuento de mesofilos anaerobios (Ministerio de la Proteccion Social, 2011).

2.1.5 Sistemas antimicrobianos naturales de laleche.

Si bien es cierto que la leche es un medio Optimo para el crecimiento de
microorganismos, esta también posee varios componentes antimicrobianos que
hacen posible que no se infecte la glandula mamaria y que su proceso de
descomposiciéon no sea tan inmediato. Dentro de estos componentes se
encuentran las inmunoglobulinas G, que se transfieren desde la sangre y aportan
proteccion contra cepas de coliformes en forma de anticuerpos evitando adhesion
de las bacterias a las superficies mucosas y neutralizando toxinas. Otros
mecanismos existentes son los leucocitos polimorfonucleares que se encuentran
entre las células somaticas y hacen fagocitosis, se reporta el efecto sobre
Estafilococos aureus, (Thompson-crispi, Atalla, Miglior, & Mallard, 2014), y las
lactoferrinas que inhiben el crecimiento microbiano por reducir la disponibilidad del
hierro para las bacterias (Hsu, Lin, & Chen, 2011).

Uno de los mecanismos mas importantes de control natural de microorganismos

gue esta presente en la leche es la activacion del sistema lacto-peroxidasa donde
actian tres componentes, la lactoperoxidasa que se produce de manera natural en
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la glandula mamaria y que esta presente en la leche, el tiocinato que también esta
presente en la leche por efecto de la dieta y el peréxido de hidrégeno que
producen los microorganismos; la enzima peroxidasa cataliza la oxidacion de
donde se originan diversos productos con actividad antimicrobiana, como el
hipotiocianito. La actividad microbiana se da por la oxidacién de grupos sulfhidrilos
de diversas enzimas y otras proteinas microbianas en términos generales se
reporta la accion bactericida principalmente sobre bacterias Gram negativas
catalasa positivas, recientemente se utiliza la activacion de este sistema como
mecanismo de control microbiolégico para evitar el deterioro de leches no
refrigeradas; este sistema se inactiva con los tratamientos térmicos para control
microbiolégico (Kussendrager & Hooijdonk, 2000)

3. TRATAMIENTOS TERMICOS PARA CONTROL MICROBIOLOGICO.

Los tratamientos térmicos para el control microbiolégico estan determinados por la
temperatura y el tiempo; el proceso de termizacion maneja un rango de 57-68 °C
durante 15-20 segundos, este tratamiento no garantiza la inactivacion de la
totalidad de los patdgenos vegetativos sin embargo reduce Micrococcus,,
Pseudomonas, Flavobacterium, Enterobacter, Aeromonas, Alcaligenes entre
otros; la pasteurizacion HTST (alta temperatura, corto tiempo) aplicada en el rango
71-74 °C durante 15-40 segundos elimina la totalidad de las bacterias, pero no a
enterotoxinas ya formadas de Staphylococcus, Clostridium botulinum o Bacillus
cereus y puede inducir a la germinacion de sus esporas que posteriormente
crecen en el periodo de almacenamiento de la leche. Los tratamientos mas
seguros en cuanto a eliminacion total de bacterias, sus esporas y toxinas son la
esterilizacion con un rango de temperatura de 110-120 °C por un periodo de 10-20
minutos, o la ultra pasteurizacion UHT a 135-140 °C por 6 a 10 segundos (Claeys
et al., 2013)

Las condiciones de aplicacion de los tratamientos térmicos se ajustan a los
parametros fisico quimicos exigidos, en Colombia los tiempos y temperaturas que
establece el decreto 616 de 2016 art. 28 autorizados son los siguientes:

Pasteurizacion discontinua: La leche debe permanecer durante 30 minutos a una
temperatura entre 61 °C y 63°C.

Pasteurizacion de flujo continuo: La leche debe permanecer durante 15 a 17
segundos a una temperatura entre 72°C y 76°C.

Ultrapasteurizacion y ultra-alta-temperatura UAT (UHT): La leche debe
permanecer durante un tiempo minimo de 2 segundos a una temperatura entre
135°Cy 150°C.

Esterilizacion: La leche debera someterse en su envase a una temperatura de 115
°C a 125°C por 20 a 30 minutos.
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Los procesos térmicos han mostrado ser efectivos en el control microbioldgico,
hasta obtenerse productos estériles, sin embargo se sabe que puede alterar el
perfil de acidos grasos polinsaturados por reordenamiento sigmatropico de las
moléculas perdiendo propiedades potencialmente benéficas para la salud humana
ademas de cambios en el sabor de la leche y sus derivados, sabor a cocinado,
oxidado y rancio, por otra parte la pasteurizacion permite la supervivencia de
esporas (Bacillus cereus); ninguno de estos procesos hace remocién de células
somaticas (SCC) que a medida que se deterioran junto con los residuos de los
microorganismos, aumentan la lipolisis y protedlisis por la liberacion de enzimas
(L. Fernandez & Riera, 2015).

4. TRATAMIENTOS NO TERMICOS.

Aunque no son muy implementados existen otros procesos utilizados en la
industria lactea que pueden ser utilizados para mejorar la calidad microbiolégica
de la leche, normalmente son tratamientos cuyo principio es fisico. La
bactofugacion es un tratamiento que se aplica a leche de baja calidad
principalmente para la fabricacion de quesos, donde se aplica fuerza centrifuga
promedio de 9000 x g y a pesar de ser considerado un tratamiento no térmico se
calienta la leche hasta 60 °C (Junior et al., 2019) en algunos casos puede ser
complementario a la pasteurizacion. Otro de los tratamientos no térmicos es la
tecnologia de membranas que en la industria lactea es utilizada para diferentes
propdsitos ya que permite separar de manera fisicoquimica diferentes fracciones
de la leche incluyendo la carga microbiana (Vitaly & Gadi, 2008).

4.1 Tecnologia de membranas

La tecnologia de membranas es el paso de un producto a través de una
membrana semipermeable, se basa en un principio de gradiente donde la fuerza
motriz es la presién o un campo eléctrico que separa las particulas por su tamafio
molecular o mediante cargas eléctricas respectivamente a través de una
membrana porosa; se clasifica en microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracién y
osmosis inversa (Anis, Hashaikeh, & Hilal, 2019) dependiendo del tamafio de
particula que se quiera separar figura 1.

Los procesos de separacion con membranas han sido reportados desde 1855 con
membranas de nitrato de celulosa, sin embargo solo fue en los afios 60s donde se
aplico en la industria a pequefia escala y a gran escala en la industria
farmacéutica en la década de 1970 donde se comenzaron a desarrollar
aplicaciones especificas; las areas de mayor investigacion se enfocan en los
tratamientos de aguas residuales, en los componentes de fabricacion como
polimeros organicos e inorganicos y en los procesos de limpieza y recuperacion
de las membranas (Anis et al., 2019).
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Uno de sistemas empleados en la tecnologia de membranas es el flujo cruzado o
tangencial donde la membrana tiene una configuracion cilindrica multicanal o
monocanal con diferente geometria y es contenida dentro de un carter al cual se
vierte el permeado; la fuerza motriz que se aplica se expresa en términos de
presion transmembranaria TMP=( Ps— Pp)/2 donde Ps es la presion aplicada que
permite desplazar el fluido de manera axial por todo el sistema y P, es la presion
gue lo direcciona de manera tangencial dentro de la membrana y permite el
filtrado. La medida de flujo del filtrado es denominada como Qs (L/h) y depende de
la velocidad de flujo cruzado (CFV), la cual va realizando un efecto de barrido que
reduce la acumulacion de particulas en la membrana (Peggy M Tomasula &
Bonnaillie, 2015).

Dentro de los aspectos importantes en términos de rendimiento se encuentra
factor de reducciéon volumétrico (VCR) o factor de concentracion, este parametro
define las relaciones de retenido y permeado, dependiendo si el proceso es
continuo o discontinuo. Para el proceso discontinuo VCR = Ve/Vr = VEe/(VE — Vp)
donde Vr es el volumen de alimentacion; Vr el volumen de retenido; y Vp el
volumen de permeado, para el caso discontinuo VCR = (Qr + Qr)/ Qr donde Qp
es el caudal del permeado y Qr es el caudal del retenido (Peggy M Tomasula &
Bonnaillie, 2015).

En la industria lactea, se han empleado todos los procesos de tecnologias de
membranas con diferentes objetivos; las investigaciones en cuanto a la remocion
de la carga microbioldgica de la leche se enfoca en controlar la totalidad de las
bacterias incluyendo sus esporas mediante microfiltracion; se ha demostrado que
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con membranas de rango de 0,2 a 2 um a presion transmembranaria uniforme se
obtiene un permeado que es libre de patdgenos y un retenido compuesto por
bacterias, esporas y parte de los glébulos grasos de la leche (P.M. Tomasula et
al., 2011). Para la remocién total de bacterias en la actualidad se emplean
aplicaciones de microfiltracion que han venido desarrollandose desde los afios 70s
donde comunmente se han empleado membranas de diferentes componentes en
unidades de microfiltracion con tamafios de poro principalmente de 1.4 um, con la
condiciébn de desengrasar previamente la leche y realizar calentamiento que
usualmente llega a los 50°C con presiones TMP desde 0.5 bar hasta 2.6 bar (L.
Fernandez, Alvarez, & Riera, 2013).

5. DESCRIPCION GENERAL DEL QUESO PAIPA

El queso Paipa se define como un producto natural, autdctono y tipico de Boyaca,
elaborado con leche cruda de vaca sometido a un proceso de maduracion no
mayor a tres semanas; es el unico queso semimaduro de origen colombiano, se
fabrica en los municipios de Paipa, Sotaquir4, Belén, Santa Rosa, Socha y
Cerinza. A este producto se le ha otorgado reconocimiento de propiedad
intelectual, por la Superintendencia de Industria y Comercio en el afio 2011, en la
modalidad de proteccion de denominacion de origen.

5.1 Proceso de fabricacion del queso paipa

A pesar de que existen algunos protocolos de fabricacion realizados por algunas
instituciones, se hace referencia al procedimiento de fabricacion tradicional,
descrito en el documento de propiedad intelectual, que no incluye a la
pasteurizacion de la leche, los pasos ahi relacionados para obtener el queso Paipa
son los siguientes: mencionar referencia bibliogréafica del proceso.

Leche: Leche cruda de la zona, fresca y libre de cualquier aditivo o antibiotico,
luego de la recepcion la leche entra en periodo de reposo con el fin de que gane
acidez, esto depende del tiempo de llegada a la planta de proceso, iniciando en 18
grados thorner.

Filtrado: Después de estandarizar la acidez, la leche se somete a filtrado mediante
lienzo o tela de nylon con el fin de retirar las macroparticulas.

Descremado: Se realiza un descremado por cuchareo o mediante descremadora
gue puede llegar hasta el 30%

Calentamiento: Se aumenta la temperatura 32 a 36 grados centigrados, con el fin

de hacer eficiente el cuajado, en este proceso debe haber una leve agitacion que
evite el ahumado, se realiza en marmitas o tinas de cuajado.
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Cuajado: Inmediatamente se realiza cuajado mediante productos comerciales de
cuajo (Enzima Renina) con un tiempo de duracién de cerca de 40 minutos.

Corte: Una vez cuajado se corta con lira metalica, proceso que hace la separacion
del suero y se realiza agitacion de 15 a 20 minutos para que facilite el desuerado.

Sentado y desuerado: Se deja reposar la mezcla para que la cuajada se separe,
se ayuda con un sentado manual comprimiendo suavemente.

Amasado y salado: Este proceso reduce el tamafio de la particula y permite
incorporar la sal, se realiza a mano sobre una mesa o en la misma marmita o tina
de cuajado.

Moldeado y preprensado: Se moldea la mezcla utilizando moldes para alimentos,
antiguamente de madera, empleando recubrimeinto con lienzo, este preprensado
se realiza con manos y puios, el lienzo debe quedar sin arrugas.

Prensado final: Se prensa por accion mecanica durante 8 a 10 horas, en este
proceso se elimina mas suero, se retira del molde.

Maduracién: La maduracion se realiza por un periodo no menor de 10 dias sobre
madera con unas condiciones de ventilacion.

Normatividad microbiolégica que aplica para el queso Paipa

La normatividad desde el punto de vista microbiolégico que rige al queso Paipa es
la siguiente:

Tabla 4. Caracteristicas microbioldgicos para quesos semimadurados y
madurados

Examenes de rutina
n m M C
NMP coliformes fecales / g 3 <3 - 0

Exdmenes especiales

n m M c
Estafilococos coagulasa positivo / g 3 500 1000 1
Salmonella / 25g 3 0 0

(INVIMA, 1989)

n: Namero de muestras a examinar

m: indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad

M: indice maximo permisible para identificar nivel de aceptable calidad
¢: Numero maximo de muestras permisibles con resultado entre my M
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6. ESTADO DEL ARTE

Los microorganismos que se presentan en la leche han tenido una evolucién que
ha sido posible identificar mediante el uso de la gendmica, observando una gran
capacidad adaptativa por la ganancia o pérdida de genes que aplica tanto para
microorganismos benéficos como patégenos. Por las implicaciones en riesgos
para la salud y los efectos en los procesos de transformaciéon se aplican
tratamientos térmicos donde también se pierden las propiedades que aportan los
microorganismos benéficos al proceso, por esta razon se ha planteado reintroducir
después de la pasteurizacion cultivos de microorganismos que estan presentes en
la leche cruda y son importantes en la transformacion ademas del aporte de
propiedades saludables (Quigley et al., 2013).

Para el caso de procesos lacteos en donde se requiere fermentacion lactica puede
ser conveniente no retirar la totalidad de la carga microbiana ya que mediante
condiciones apropiadas se puede beneficiar el crecimiento de bacterias
importantes para el proceso y se puede obtener un control natural de algunos
patogenos; la tecnologia de membranas se ha venido implementando en la
industria lactea, para control microbiologico en la leche, ya que de manera fisica
puede separar a los microorganismos por su tamafio, esto indica que hay todo un
potencial por desarrollar e implementar procesos que no son térmicos y que
presentan menos alteraciones en los productos; en este caso es importante tener
en cuenta los tamafios de los microorganismos presentes y los tamafos de los
demas componentes de la leche (L. Fernandez et al., 2013).

Desde el punto de vista de calidad microbiolégica, la microfiltracion de la leche con
tecnologias de membranas, ha mostrado tener un efecto diferente y selectivo
respecto a la pasteurizacién para leches de vida util prolongada; un estudio con
leche de Alemania, Austria y Suiza evidencia la capacidad de la tecnologia de
membranas para eliminar levaduras, esporas y reducir bacterias aerobias y
bacterias facultativas Gram negativas, permitiendo un incremento en bacterias
aerobias Gram positivas y acido lacticas, realizando un reordenamiento de las
poblaciones microbianas que son deseables (Schmidt, Kaufmann, Kulozik,
Scherer, & Wenning, 2012). Una de las ventajas que caracteriza a la
microfiltracion de la leche mediante membranas es que al separar de forma fisica
a los microorganismos, a las esporas termolabiles y a las células somaticas, se
reduce la probabilidad de reinfeccidbn y también los efectos enzimaticos del
deterioro que estos agentes podrian generar sobre proteinas y vitaminas de la
leche cuando estan presentes, caso que no ocurre con la pasteurizacion (L.
Fernandez et al., 2013).

Las mayores dificultades en el uso de la tecnologia de membranas en la
microfiltracion de la leche para control microbiano son de tipo fisico y bioquimico;
las dificultades de tipo fisico se presentan por que el tamafio de los glébulos de
grasa tienen un rango similar al de muchas bacterias patdégenas, por citar un
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ejemplo los glébulos de grasa tienen un tamafio de 0.1 a 15 pm con un promedio
de 3.4 ym, mientras que Escherichia coli y Salmonella spp. tienen un largo de 1 a
3 umy un ancho de 0.5 pm (L. Fernandez et al., 2013). En temas fisicos ademas
de la selectividad de componentes también puede haber taponamiento de los
poros de las membranas por las bacterias que forman biofilms y la acumulacién de
compuestos proteicos 0 minerales que se generan por la interacciébn de los
componentes a nivel bioquimico siendo critico cuando la carga microbiana inicial
de la leche cruda es alta, a pesar de esto se ha evidenciado el aumento en la vida
uatil de la leche (L. Ferndndez & Riera, 2015).

El taponamiento de las membranas influye en la relacion retenido vs permeado y
la interaccion de las moléculas que componen la leche; en los anteriores aspectos
tiene gran influencia la presion transmembranaria que se relaciona directamente
con la eficiencia del proceso; al aumentar la temperatura de la leche sobre los 50
°C se puede mejorar la eficiencia del proceso, pero hay riesgo de precipitar el
fosfato de calcio que genera un ensuciamiento adicional de la membrana y una
posible rancidez en el producto (Hurt, Adams, & Barbano, 2015). Existen trabajos
especificos de caracterizacion molecular de las proteinas que generan
taponamiento en las membranas con tamafio de poro nominal de 1.4 pm,
principalmente las moléculas de caseina son las responsables del ensuciamiento
de la membrana que hace reducir el rendimiento por hora; la limpieza en casos
draméaticos son posibles de realizar mediante osmosis inversa y lavado alcalino
(Tan, Wang, & Moraru, 2014)

La microfiltracion en la fabricacion de quesos madurados ha mostrado una alta
efectividad en el control microbiologico de bacterias como Escherichia coli
indicando que es una alternativa viable; un estudio donde se compara la
pasteurizacion con la microfiltracion en la fabricacion de queso Cheddar concluye
gue la microfiltracion funciona bien con la activacibn o no del sistema
lactoperoxidasa de la leche, uno de los aspectos relevantes encontrados muestra
una mejora en el sabor del producto, en este estudio como en muchos otros se
emplearon membranas con tamafios de poro de 1.4 um con presion de 0.25 bares
y una temperatura de 26 a 42 °C; al igual que en otros trabajos de control
microbioldgico se debid descremar la leche. Los efectos que tiene la microfiltracion
en el sabor de quesos madurados fabricados a partir de leche cruda ya se habian
encontrado en estudios anteriores que muestran una intensificacion sin variar el
sabor original, destacando la importancia de la microflora natural de la leche cruda
en los procesos bioquimicos como la protedlisis y la fermentacion del acido
propiénico (Amornkul & Henning, 2007).

En la fabricacion de quesos a partir de leche cruda, la microfiltracién tangencial
con membranas ceramicas es una herramienta que permite llegar al punto de
esterilizar la leche, donde ademas de lograr obtener productos tan seguros como
los pasteurizados, se tiene la ventaja de evitar la hinchazén tardia al eliminar las
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esporas, esto hace aumentar la vida util del producto y con la remocién total de
células somaticas que evita el deterioro, sin embargo con las condiciones de
microfiltracion empleadas en el proceso no se puede asegurar completamente que
los productos sean fabricados con leche cruda en cuanto el proceso contempla un
calentamiento de 90 en la grasa que después se debe reincorporar, tampoco
aplica para quesos Europeos con DOP donde se debe preservar la microflora
endogena (Antonio Trani, Loizzo, Cassone, & Michele, 2017).

En Colombia no hay reportes de uso de microfiltracién de leche para control
microbioldgico en el procesamiento de algun derivado lacteo, las aplicaciones mas
comunes han sido en separacién y concentracién de proteinas, una investigacion
donde implementan la microfiltracion en la fabricacion de quesos hilados mostré
una retencién de proteina superior al 89% con membranas de 0.2 um a una
temperatura de 20 °C en leche descremada (Gonzalez, Molina, Garnica, Mantilla,
& Muvdi, 2016).

Ademas de las aplicaciones de la microfiltracion utilizando tecnologia de
membranas como método para separar componentes como microrganismos,
proteinas del suero, caseinas o grasa, también se ha empleado en la mejora del
valor nutritivo de la leche, donde se ha demostrado que la microfiltracion
comparada con la pasteurizacion tiene el potencial de conservar los acidos grasos
w-3, y reducir la relacion w-6 / w-3, aumentando el valor nutritivo y mejorando la
estabilidad de la leche bajo condiciones especificas, usando membranas con un
tamafio nominal de poro de 1.4 um con una presion de 2.5 bares a una
temperatura de 50°C (Yue, Zheng, Liu, & Deng, 2016).

El hecho de que la microfiltracion permita mejorar las relaciones de acidos grasos
poliinsaturados en la leche cruda es un aspecto a tener en cuenta en la fabricacion
de derivados lacteos donde se busca concentrar moléculas con efecto
nutracéutico en los productos terminados; varios efectos fisiologicos benéficos en
el humano se han atribuido a los isémeros cis9-transl1l y trans 10 cis 12 de acido
linoléico conjugado (ALC) presentes en la grasa de le leche, que incluyen la
reduccion de la grasa del cuerpo, efectos antidiabetogénicos reduciendo los
niveles de glucosa e incrementando la sensibilidad a la insulina y un amplio efecto
anticancerigeno en diferentes tipos de cancer donde aun no se tiene claro su
mecanismo de accion (Schmid et al., 2006).

Algunos paises que son grandes productores de quesos y poseen muchas
variedades con denominacién de origen, se han interesado por caracterizar sus
guesos en cuanto a su composicion, con el animo de revisar niveles de moléculas
importantes en la salud humana, en Italia se caracterizaron 18 variedades de
guesos dentro de los cuales 11 tenian denominacion de origen, el estudio se
enfoc6 en minerales, acidos grasos incluyendo ALC y colesterol; el estudio
concluye que la composicion en humedad, grasa, proteina y minerales estan
afectadas principalmente por la proceso de elaboracion del queso, mientras que el
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colesterol esta relacionado principalmente con la composicion de la leche
(Manuelian, Curro, Penasa, Cassandro, & Marchi, 2017).

En Colombia no se han realizado suficientes investigaciones en productos lacteos
respecto a ALC, a pesar de esto un estudio reporta que el consumo de ALC en
Colombia puede estar en los 254.5 mg/dia siendo similar al consumo en Estados
Unidos e inferior al reportado en Europa; en ese mismo estudio con muestras
comerciales de kumis con mayor distribucion y consumo en Colombia se concluye
que una porcién diaria puede aportar cerca del 47% del consumo total diario de
ALC; el isébmero evaluado en el estudio fue el cis9-transll. El indice de
aterogenicidad de las muestras de kumis fue baja, indicando que el consumo de
kumis colombiano puede contribuir a la proteccion contra enfermedades
coronarias (Osorio, Ramirez, Novoa, & Gutierrez, 2011).

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El queso Paipa es un producto que se enmarca dentro de lo tradicional y
autoéctono de Boyaca, se produce en la region de Paipa, Sotaquira, Cerinza, Belén
y Socha. Segun los datos de la asociacion de queso Paipa (ASOQUESOPAIPA)
existe un procesamiento diario de cerca de 5000 litros de leche provenientes de
mas de 250 familias de recursos limitados cuyo sustento principal se deriva de la
venta de leche cruda; este referente evidencia la importancia socioeconémica del
gueso Paipa en Boyaca.

Se ha documentado que la leche cruda de vaca con la que se fabrica el queso
Paipa tiene una carga de bacterias heterétrofas aerobias que supera las 700.000
ufc/ml que se establece por norma (Neira & De Silvestri, 2006) y de acuerdo con la
resolucion 02310 de 1986 (Ministerio de Salud, 1986) y el decreto 616 de 2006 de
comercializacion de leche cruda para el consumo humano a nivel nacional
(Ministerio de la Proteccion Social, 2006), los ingredientes de fabricacion de los
derivados lacteos deben ser grado alimenticio aptos para el consumo humano,
ademas se establece que a la leche cruda se le debe realizar algin proceso de
higienizacion; entre esos métodos convencionales aplicables por la norma se
especifican la pasteurizacién, la ultra pasteurizacion o la esterilizacién. Las normas
internacionales son aun mas estrictas, para la Unidon Europea el recuento para
gérmenes debe ser <100000 UFC/ml s (EU, 2004); mientras que el Departamento
de Agricultura de Estados Unidos permite hasta 500000 CFU/ml de bacterias
mesofilas en leche para proceso (USDA, 2011).

La resolucion 02310 de 1986, también clasifica a los quesos semimaduros
definiéndolos como el producto fabricado a partir de la leche que ha sido sometida
a un proceso de higienizacién y que después de su fabricacion se mantiene en
condiciones ambientales apropiadas para su maduracion por un tiempo minimo de
diez dias, donde se producen los cambios bioquimicos y fisicos que caracterizan a
estos quesos; dicha restriccidn no aplica para los quesos que se catalogan como
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maduros, ya que estos por tener un proceso de maduracién completa, pueden ser
fabricados con leche cruda, donde aparentemente la carga microbiolégica se
reduce durante el proceso.

De acuerdo con la resolucion 01804 de 1989 del Ministerio de Salud que
especifica las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de los quesos
madurados y semimadurados (INVIMA, 1989), el queso Paipa no puede
considerarse un producto seguro para el consumo humano y por consiguiente,
esta en peligro de desaparecer pese a todo su potencial e importancia para el
pais.

No se ha implementado un proceso de higienizacion diferente a los mencionados
en la leche cruda con la que se fabrica el queso Paipa para que reduzca su carga
microbiolégica; las razones obedecen al distanciamiento tecnolégico que tiene el
productor por falta de recursos y desarrollo del conocimiento; tampoco se han
estudiado valores agregados que puedan existir en cuanto a su composicion como
moléculas saludables que por su proceso de fabricacion se puedan presentar y
marquen la diferencia con productos similares en los mercados.

Es poca la investigacion realizada en cuanto al mejoramiento de la calidad
microbioldgica y la caracterizacion del queso Paipa; los trabajos de Rodriguez y
Novoa (2015), concluyen que el uso de bacterias acido lacticas por competencia y
la termizacion, no son tratamientos efectivos para controlar la microbiota patégena
y adicionalmente presentan cambios significativos en el sabor.

El productor boyacense no ha tenido el suficiente apoyo en lo académico y
cientifico para resolver esta problematica y ajustarse a la normatividad para
mantener posicionado su producto y evitar que desaparezca. En otros paises
donde la industria lactea estd desarrollada, también han tenido probleméaticas
similares que se han superado con el uso de tecnologia moderna; en el mundo
existe una gran variedad de quesos maduros y semimaduros, que se fabrican
también a partir de leche cruda y cumplen con estandares exigentes de calidad
microbioldgica.

Ademas de solucionar la probleméatica de inocuidad que tiene el queso Paipa, es
relevante evaluar aspectos de su composicion que en la actualidad no se
encuentran identificados. La grasa lactea a pesar de su bajo nivel de colesterol se
considera hipercolesterolémica por su elevado contenido de acidos grasos
saturados (60—65%) (Jensen, 2002); esta consideracion no se debe aplicar de
manera generalizada para la leche producida en todas las regiones del mundo,
pues el perfil de acidos grasos de la leche es muy variable y esta influenciado por
factores como la dieta de las vacas (Ruiz, Alonzo, & Pertifiez, 2016).

Las investigaciones de la composicion en los lacteos se habian enfocado en el
estudio de componentes proteicos como actividad antioxidante de la caseina, de

23



las proteinas del suero, enzimas y en general antioxidantes hidrofilicos; a pesar de
esto los constantes descubrimientos sobre antioxidantes de la leche de tipo
lipofilico, como el acido linoleico conjugado (ALC), a-tocoferol, B-caroteno,
vitaminas A, D3, coenzima Q10 y algunos fosfolipidos, han generado gran interés
por su importancia en el mantenimiento de la homeostasis oxidativa en el cuerpo
humano y su efecto nutracéutico (Grazyna, Hanna, Adam, & Magdalena, 2017).

La contribucion de los alimentos funcionales a la salud humana, es parte del
desarrollo moderno de la biotecnologia que contempla la calidad composicional,
generando una expectativa para los paises donde muchos de sus procesos
tradicionales de produccién se van especializando sin perder sus valores
agregados y descubriendo otros; esto se enmarca dentro de las exigencias de las
legislaciones nacionales e internacionales en cuanto a la seguridad bioldgica, que
es el factor determinante para que un producto llegue a cualquier consumidor. En
paises latinoamericanos como Chile la produccién de quesos artesanales ha
mostrado estas dificultades desde la fabricacion y a lo largo de la cadena de
comercializacion,(Costa et al., 2016) esta problematica es la misma descrita para
el queso Paipa que hace necesario especializar su proceso .

Se ha demostrado que los isémeros cis 9-transll y trans 10 cis 12 de ALC
presentes en la grasa de la leche, tienen efectos benéficos importantes en la
salud humana, como una potente actividad anticancerigena y propiedades
antidiabetogénicas, antiadipogénicas, antiaterogénicas y antiinflamatorias (Yang et
al., 2015).

El perfil lipidico de los derivados lacteos depende del perfil lipidico de la leche; la
presencia de ALC se relaciona positivamente cuando la leche se produce con
animales bajo condiciones de pastoreo y no en sistemas estabulados donde las
dietas se basan en cereales o (TMR) raciones totalmente mezcladas (Ruiz et al.,
2016), estas condiciones de produccion coinciden con los sistemas donde se
produce la leche que da origen al queso Paipa.

Otro aspecto que influye en el perfil lipidico de la leche es el proceso de
transformacion; se ha mostrado que hay aumento significativo de acidos grasos
poliinsaturados y ALC cuando hay proceso de maduracion en el queso (Domagala,
Pluta-Kubica, & Pustkowiak, 2013), esto sugiere el potencial que tiene el queso
Paipa en presentar moléculas saludables en cantidades importantes, por lo cual es
imperiosa su evaluacion.

8. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Bajo qué condiciones fisicas microbioldgicas y bioquimicas la implementacién de

tecnologias de membranas, es una alternativa de higienizacion de la leche en el
proceso de elaboracion del queso Paipa?
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9. OBJETIVOS
9.1 Objetivo general

e Evaluar la microfiltracion con membranas ceramicas, como tratamiento
alternativo de higienizacion de la leche cruda en la elaboracion del queso
Paipa, sus efectos en el perfil lipidico y el contenido de &cido linoleico
conjugado (ALC).

9.2 Objetivos especificos

e Identificar las condiciones microbioldgicas de la leche cruda y queso Paipa
bajo el proceso tradicional de fabricacion en planta.

e Implementar el sistema de microfiltracion con tecnologia de membranas en
el proceso de fabricacion del queso Paipa en una planta de fabricacion de
quesos.

e Determinar la efectividad de la tecnologia de membranas como método
alternativo de higienizacion en la elaboracion del queso Paipa, su efecto en
el perfil lipidico y acido linoleico conjugado (ALC).

10.METODOLOGIA

10.1 Tipo de estudio

La presente propuesta correspondié a una investigacion de tipo experimental
compuesta de dos fases: En la fase uno se investigaron las mejores condiciones
de microfiltracion para leche destinada a la fabricacion de productos artesanales
donde se tuvo en cuenta como variables para la calidad microbiol6gica mediante
el conteo de bacterias mesdfilas totales y para la calidad sanitaria el contenido de
células soméaticas; ademas se evaluod la eficiencia del proceso y su viabilidad de
uso en los procesos de elaboracion de quesos artesanales y se analizé la
distribucion del tamafio de globulos de grasa. La segunda fase es el resultado de
la implementacion del proceso en queso paipa donde se tuvo en cuenta como
variables la carga microbiolégica y la variacion en el perfil lipidico, teniendo como
control el producto de fabricacion tradicional.

Este proyecto hace parte de la linea de investigacion en control de calidad en la

industria alimentaria y su desarrollo se llevé a cabo en el laboratorio del grupo de
investigacion en quimica y tecnologia de alimentos (GIQTA) de la Universidad
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Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia adscrito a la Facultad de Ciencias. Se
selecciond una empresa de la asociacion ASOQUESOSPAIPA ubicada en el
municipio de Paipa Boyacd, donde se implementd el proceso tecnolégico, dicha
seleccion se baso en el cumplimiento de la resolucién 2674 de 2013 (Ministerio de
Salud y Protecciéon Social, 2013) que define los términos actuales en cuanto a
requisitos sanitarios que deben cumplir las personas naturales y juridicas que
fabriquen, procesen, empaquen y transporten alimentos.

10.2 Obtencidn de leche cruda.

Tanto para la investigacién de las condiciones de operacién de la microfiltracion
como para la evaluacién de los aspectos microbiol6gicos del proceso tradicional
de elaboracion de queso Paipa y el efecto de la microfiltracion en el producto
terminado, la leche fue obtenida de la misma planta donde se realizd la
maduracion del queso (Lacteos Factory), una vez filtrada con lienzo que retira las
macroparticulas se tomaron 20 litros por dia. Para evaluar la microfiltracién en el
comportamiento de diferentes contenidos de células somaticas, se tomaron
muestras diarias directamente de finca.

10.2.1 Anédlisis composicional de la leche

Se hicieron mediciones de proteina cruda, grasa, solidos totales, solidos no
grasos, lactosa y punto de congelacion, mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) MilkoScan™ Mars FOSS

10.2.2 Analisis microbiolégico de laleche

Se utilizé método AOAC 990.12 48 h+3 ha 35 °C + 1 °C Petrifilm 3M para para
cuantificar la carga bacteriana de mesofilos aerobios totales, AOAC 986.33 989.10
24h a 32°C vy 48h a 33°C para Coliformes totales y bacterias acido lacticas
respectivamente, las muestras se manejaron en diluciones seriadas con agua
peptonada 0.1%.

10.2.3 Andlisis de tamafio de glébulos de grasa de la leche

Se realizaron las mediciones del tamafio de glébulo de grasa para leche cruda y
microfiltrada con el fin de evaluar los cambios en la distribucion del tamafio de los
globulos y relacionar su posible dafio en el proceso. Se utiliz6 método 6ptico
indirecto mediante andlisis de difraccion laser en un analizador de particulas
Mastersizer 3000. La medicion se realizd con un indice de refraccion en leche de
1,46 para el laser rojo (632,8 nm) y 1,47 para el laser azul (470 nm) y agua como
dispersante a 20 centigrados con un indice de 1,33 respectivamente, y
oscurecimiento con un rango del 1 al 8% y de 10% al 12%. Se determinaron los
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siguientes valores: dv10 (didmetro por debajo del cual 10% de particulas de se
produce la distribucién completa), dv50 (didmetro por debajo y por encima del cual
50% particulas), definido como la mediana del tamafio de particula ponderada por
volumen distribucién, dv90 (didmetro por debajo del cual se producen 90% de
particulas), la leche se mezcl6 en proporciébn 1:10 mas la adicién de agente
dispersante de caseinas (SolA) preparado con 6,25 g de Tween 20 y 18,75 g de
EDTA afiadido a 400 ml de agua desionizada, se calentd mientras se agitaba a
40°C, y se ajusto el pH a 10 con NaOH 0,1 M (Ransmark et. al, 2019)

10.3 Microfiltracién tangencial

La microfiltracion de la leche cruda, se realiz6 mediante tecnologia de membranas
utilizando un equipo de microfiltracion tangencial PALL Modelo X LAB 5
MEMBRALOX Module T1-70 con membrana ceramica monocanal de 5 um, figura
1. Para evaluar la permeabilidad de la membrana, que determina la eficiencia del
proceso, se tuvo en cuenta el area de la membrana, la viscosidad, el caudal de
flujo, la presién transmembranaria y la temperatura del fluido.

Con el fin de establecer las condiciones mas eficientes en el proceso en cuanto a
remocion microbiana y flux se utilizé la ecuacion Lp= (Qf * K)/(TMP *A) Donde: Lp
es la permeabilidad de cada membrana (L.cP/m2.h.bar a 20°C), Qf es la medida
del flujo de permeado (L/h), TMP es el promedio de presién transmembranaria
(bar), A expresa el area de filtracion de la membrana y K es la constante de
viscosidad del agua equivalente a 1,0019 cP a 20°C (L. Fernandez & Riera, 2015)
La ecuacion, también fue usada para la verificacion de la recuperacion de la
permeabilidad de membrana cuando se limpia Cleaner Water Flux (CWF). Se
realizaron pruebas piloto con membranas de 1.4 y 5 um donde se comprobd que
por el fendmeno de colmatacidon solo es viable la implementacion con la
membrana de 5 um que permite microfiltrar sin desengrasar la leche.
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Figura 1. Unidad piloto de microfiltracion tangencial X LAB 5 PALL, MEMBRALOX Module T1-70.
1) unidad de mando electrénico, 2) tanque de alimentacién de doble camisa, 3) bomba de
circulacion volumétrica, 4) modulo, housing y membrana, 5) descolmatador y 6) compresor.

Se evaluaron 5 TMP de 1 Bar, 1.2 Bar, 1.4 Bar, y 1.8 Bar en la basqueda de las
condiciones de operacion del proceso y luego fueron implementadas microfiltrando
la leche en la elaboracion del queso. Los tratamientos de fabricacion del queso se
basaron en tres factores que fueron las condiciones de operacion de la
microfiltracion, la acidez y la temperatura de cuajado, estos parametros fueron
evaluados previamente; cada prueba de microfiltrado para proceso se realizd con
6 litros de leche obteniendo 5 microfiltrados y 1 de retenido encontrando que el
proceso es viable de llevar a cabo sin descremar la leche.

10.4 Obtencion de queso paipa

Con la evaluacién anterior, para la implementacion de la microfiltracion en el
gueso Paipa se tuvieron en cuenta de los puntos criticos del proceso en las
plantas de fabricacion de queso Paipa de las empresas asociadas
(ASOQUESOPAIPA) y con esta informacién se determind el grado de acidez
titulable en el cual la leche debe iniciar el proceso que para este caso fue de 18.5
grados Thorner de acidez titulable, el otro punto critico que se tuvo en cuenta fue
la temperatura de cuajado que para este caso fue de 35°C
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10.4.1 Andlisis microbioldgico del queso

Se realizd andlisis microbiolégico en queso para mesofilos totales, coliformes
totales, bacterias acido lacticas y Staphilococcus aureus, cada muestra se prepard
en stomacher bag con 45 cc de agua peptonada 0,1%, tres gotas de twin 80 y 5 gr
de muestra de queso, se tomo6 uniformemente una porcidén que incluia corteza y
matriz, realizando un corte radial al queso. Se realizaron diluciones seriadas y se
sembré en placas Petriflms 3M método oficial para leche y productos lacteos, para
Mesofilos aerobios AOAC 986.33 48h a 32°C, Coliformes totales AOAC 986.33 y
989.10 24h a 32°C, Staphylococcus aureus AOAC 2003.08 24h a 35°C y bacterias
acido lacticas 48h a 33°C .

10.4.2 Andlisis de &cidos grasos en queso

El andlisis de acidos grasos se llevo a cabo en el laboratorio de cromatografia y
espectrometria de masas de la Universidad Industrial de Santander Crom Mass
mediante la obtencion y cuantificacion de sus metilésteres por GC-FID, segun el
meétodo de extraccion Soxhlet automatizado y las Normas ISO 12966-1:2014
“‘Animal and vegetable fats and oils. Gas chromatography of fatty acid methyl
esters. Part 1: Guidelines on modern gas chromatography of fatty acid methyl
esters”, Primera edicién, 2014 e ISO 12966-2:2017 “Animal and vegetable fats and
oils. Gas chromatography of fatty acid methyl esters. Part 2: Preparation of methyl
esters of fatty acids”, Segunda edicién, 2017. Como estandar de referencia
certificado se empled la mezcla 37 Component FAME Mix, (AccuStandard, Inc.,
125 Market Street, New Haven CT 06513, Cat FAMQ-005). El analisis
cromatografico se realizd en un cromatografo de gases (GC) AT 6890N (Agilent
Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), con detector de ionizacién de llama
(FID). La columna empleada en el analisis fue DB-23 (J & W Scientific, Folsom,
CA, EE.UU.) [50%-cianopropil-poli(metilsiloxano), 60 m x 0,25 mm x 0,25 um]. La
inyeccion se realizé en modo split (50:1) (Viny= 2 pL).

11.FASE DE EVALUACION FINAL Y CONCLUSION

En esta fase se analizaron los resultados en cuanto a la eficiencia de la
microfiltracion en remocion de la carga microbiolégica y tipo de bacterias
presentes en los producto terminados, ademas de los cambios en las
caracteristicas del producto.

11.1 Analisis estadistico
Se realiz6 mediante andlisis de varianza para datos con distribucion normal

pruebas paramétricas y no paramétricas mediante paquete estadistico R version
3.5.1 (2018-07-02)
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3. ANEXOS
3.1 Andlisis estadistico

A continuacioén se relacionan los datos de flujo de la leche microfiltrada durante los
5 dias bajo las 5 presiones transmembranarias.

Datos de flujo FLUX=L/m?/h

DIATMP  Flux
11.0 8172.531
11.0 7964.602
11.0 7171.315
11.0 6629.834
11.2 8877.928
11.2 7415.036
11.2 7339.450
11.2 6000.000
11.4 9511.229

10 11.4 7826.087

11 114 7010.711

12 11.4 6377.325

13 11.6 8791.209

14 11.6 8044.693

15 11.6 7453.416

16 11.6 7258.065

17 11.810526.316

18 11.8 9375.000

19 11.8 8988.764

20 11.8 8520.710

21 21.0 8834.356

22 21.0 7407.407

23 2 1.0 6060.606

24 2 1.0 4965.517

25 21.2 8500.590

26 21.2 5930.807

27 21.2 4554.080

28 21.2 3742.204

29 214 6629.834

30 21.4 4768.212

31 214 3915.171

32 21.4 3375.527

33 21.6 7834.603

34 21.6 5270.864

35 21.6 4308.797

36 21.6 3753.910

37 21.8 8421.053

38 21.8 5091.938
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

2 1.8 4355.717
21.8 3919.434
3 1.0 15859.031
3 1.0 14486.922
3 1.0 13457.944
3 1.0 11594.203
31.213793.103
3 1.2 13090.909
31.212121.212
31.211338.583
3 1.4 16666.667
3 1.4 12100.840
31.412224.109
31.411707.317
3 1.6 15964.523
3 1.6 15483.871
3 1.6 14457.831
31.612371.134
3 1.8 19302.949
3 1.8 16666.667
3 1.8 15720.524
3 1.8 15550.756
41.0 14257.426
41.012182.741
41.010810.811
4 1.0 9703.504
41.212521.739
41.2 9742.896
41.2 8017.817
41.2 6735.267
4 1.4 8966.376
4 1.4 7045.010
4 1.4 5669.291
41.4 4972.376
4 1.6 8633.094
41.6 6492.335
4 1.6 5504.587
4 1.6 4809.619
4 1.8 8256.881
4 1.8 6469.003
4 1.8 5590.062
4 1.8 5038.488
5 1.0 10958.904
51.0 9207.161
51.0 8323.699
51.0 7834.603
51.2 9511.229
51.2 8372.093
51.2 7492.196
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88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

51.2 7010.711
51.410169.492
51.4 8737.864
51.4 7766.990
51.4 6903.164
51.6 9917.355
51.6 8664.260
51.6 7586.934
51.6 6997.085
5 1.8 10603.829
51.8 8944.099
51.8 7947.020
51.8 7468.880

Comportamiento de la permeabilidad en funcién de TMP

ggplot(flujo2,aes(x=Rep,y=m fill=TMP)) +

labs(x = "Fraction",y = "Mean flux (Q L/m2h)" fill="TMP kPa") +
scale_fill_manual(values=c("gray22", "gray29","gray58","gray86","white"))+
geom_bar(stat="identity", color="black", position=position_dodge(.9)) +
geom_errorbar(aes(ymin=m-s, ymax=m+s), width=.2, position = position_dodge(.9))+
scale_y_continuous(breaks=seq(0, 14000, 1000))

14000 -
13000 -
12000 -

9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000-
3000-
2000 -
1000 -

TMP kPa

Bl o

E 120

140

[ ] 160
[ ] 180

O.—

Fraction

Se Probd la normalidad para el flujo en cada una de las TMP

> shapiro.test(flujo$Flux[flujo$TMP==100])
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Shapiro-Wilk normality test

data: flujo$Flux[flujo$TMP == 100]
W = 0.95566, p-value = 0.4611

> shapiro.test(flujo$Flux[flujo$TMP==120])
Shapiro-Wilk normality test

data: flujo$Flux[flujp$TMP == 120]
W = 0.96225, p-value = 0.5896

> shapiro.test(flujo$Flux[flujo$ TMP==140])
Shapiro-Wilk normality test

data: flujo$Flux[flujp$TMP == 140]
W = 0.94483, p-value = 0.2954

> shapiro.test(flujo$Flux[flujo$ TMP==160])
Shapiro-Wilk normality test

data: flujo$Flux[flujp$TMP == 160]
W = 0.89415, p-value = 0.03209

> shapiro.test(flujo$Flux[flujo$ TMP==180])
Shapiro-Wilk normality test

data: flujo$Flux[flujp$TMP == 180]
W = 0.89203, p-value = 0.02931

No se rechaza el supuesto de normalidad, se aplica ANOVA
> model<-aov(Flux~TMP,data=flujo)
> summary(model)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
TMP 4296883101 74220775 12 6.19e-08 ***
Residuals 95 587543339 6184667
Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01* 0.05°0.1°"1

Con un valor p de 6.19e-08 se rechaza Ho y se concluye que hay diferencias
en flujo de acuerdo a las diferentes TMP y se compararon los pares de medias

pairwise.wilcox.test(x = flujo$Flux, g = flujo$TMP, p.adjust. method = "holm" )
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Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test

data: flujo$Flux and flujo$TMP

100 120 140 160
120 0.02987 - - -
140 0.00036 0.23826 - -
160 5.8e-05 0.02987 0.98179 -
180 7.4e-05 0.02987 0.98179 0.98179

P value adjustment method: holm
Porcentajes de remocion 5 datos para cada TMP

> remo<-c(0.32143,0.4,0.21429,0.24286,-0.25714,0.55556,0.44974,0.25926,0.17460,0.10
053,0.44444,0.5,0.66667,0,-0.11111,0.55785,0.47521,0.51653,0.40496,0.39256,0.3,0.29,
0.28,0.13,0.08)

> length(remo)

[1] 25

Carga inicial de bacterias mesofias

> carga<-c((rep(log(1400000),5)),(rep(log(945000),5)),(rep(log(180000),5)),(rep(log(12100
00),5)),(rep(log(850000),5)))

> presion<-c(1,1.2,1.4,1.6,1.8,1,1.2,1.4,1.6,1.8,1,1.2,1.4,1.6,1.8,1,1.2,1.4,1.6,1.8,1,1.2,1.4,
1.6,1.8)

> presion=presion*100

> remo=remo*100

> boxplot(remo~presion,ylim=c(-40,80),xlab="Pressure kPa",ylab="removal percentage")
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Intervalos de confianza para las diferencias TMP 100 kPs, bacterias mesdfilas, proteina, g
rasa, solidos, lactosa y punto de congelacion.

Bacterias mesofilas

> #Diferencia en mesolifos ufc

> dif _unidades<-c(450000,525000,80000,675000,240000)
> shapiro.test(dif_unidades)

Shapiro-Wilk normality test

data: dif _unidades
W =0.97272, p-value = 0.8924

> t.test(dif_unidades)
One Sample t-test

data: dif _unidades

t = 3.7433, df = 4, p-value = 0.02006

alternative hypothesis: true mean is not equal to 0
95 percent confidence interval:

101766.8 686233.2

sample estimates:

mean of x 394000

Proteina
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> dif_proteina<-c(0.01,-0.02,0,0.06,0.04)
> shapiro.test(dif_proteina)

Shapiro-Wilk normality test
data: dif_proteina
W =0.96741, p-value = 0.8584
> t.test(dif_proteina)

One Sample t-test
data: dif_proteina
t = 1.2603, df = 4, p-value = 0.2761
alternative hypothesis: true mean is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.02165557 0.05765557
sample estimates:
mean of x 0.018

Grasa

> dif _grasa<-c(0.81,1.15,0.53,1.15,0.85)
> shapiro.test(dif_grasa)

Shapiro-Wilk normality test
data: dif_grasa
W =0.89611, p-value = 0.3888
> t.test(dif_grasa)

One Sample t-test
data: dif _grasa
t =7.6935, df = 4, p-value = 0.001536
alternative hypothesis: true mean is not equal to 0
95 percent confidence interval:
0.5739281 1.2220719
sample estimates:
mean of x  0.898

Solidos Totales

> dif _solidos<-¢(0.8,1.09,0.56,1.18,0.93)
> shapiro.test(dif_solidos)

Shapiro-Wilk normality test

data: dif solidos
W =0.96717, p-value = 0.8568

> t.test(dif_solidos)
One Sample t-test

data: dif solidos
t = 8.3205, df = 4, p-value = 0.00114
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alternative hypothesis: true mean is not equal to O
95 percent confidence interval:

0.6076783 1.2163217

sample estimates:

mean of x 0.912

Solidos no grasos MSNF

dif_solidos_no_grasos<-c(-0.01,-0.06,0.02,0.03,0.05)

> shapiro.test(dif_solidos_no_grasos)
Shapiro-Wilk normality test

data: dif_solidos_no_grasos
W = 0.93579, p-value = 0.6364

> t.test(dif_solidos_no_grasos)
One Sample t-test

data: dif_solidos_no_grasos
t =0.31363, df = 4, p-value = 0.7695
alternative hypothesis: true mean is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.04711652 0.05911652
sample estimates:
mean of x
0.006

Lactosa

> dif_lactosa<-c¢(0.01,-0.05,0.02,0.04,0.05)
> shapiro.test(dif lactosa)

Shapiro-Wilk normality test

data: dif lactosa
W =0.88764, p-value = 0.3454

> t.test(dif_lactosa)
One Sample t-test

data: dif lactosa

t = 0.80033, df = 4, p-value = 0.4684

alternative hypothesis: true mean is not equal to 0
95 percent confidence interval:

-0.03456795 0.06256795

sample estimates:
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mean of x  0.014
Punto de congelacion

> dif_pcongelacion<-¢(0,0.007,-0.002,-0.003,-0.004)
> shapiro.test(dif_pcongelacion)

Shapiro-Wilk normality test

data: dif_pcongelacion
W = 0.83631, p-value = 0.155

> t.test(dif_pcongelacion)
One Sample t-test

data: dif_pcongelacion

t =-0.20359, df = 4, p-value = 0.8486

alternative hypothesis: true mean is not equal to O
95 percent confidence interval:

-0.005854849 0.005054849

sample estimates:

mean of x -4e-04

M(eLZC;]p:fILlSS PC Fat Solids MSNF  Lactose Frsgizrl]?g
Sample 1 5.653 0.010 0.810 0.800 -0.010 0.010 0.000
Sample 2 5.720 -0.020 1.150 1.090 -0.060 -0.050 0.007
Sample 3 4,903 0.000 0.530 0.560 0.020 0.020 -0.002
Sample 4 5.829 0.060 1.150 1.180 0.030 0.040 -0.003
Sample 5 5.380 0.040 0.850 0.930 0.050 0.050 -0.004
Mean 5.497 0.018 0.898 0.912 0.006 0.014 0.000
L.lower 5.008 -0.022 0.574 0.608 -0.047 -0.035 -0.006
L.upper 5.836 0.058 1.222 1.216 0.059 0.063 0.005

Analisis para bacterias y células sométicas

Se realizaron pruebas de normalidad para identificar el tipo de prueba y el manejo correct
o de los datos mesofilos, bacterias acido lacticas y células somaticas antes y después de
microfiltrar.

> shapiro.test(datos$Meso.antes)
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Shapiro-Wilk normality test

data: datos$Meso.antes
W = 0.54399, p-value = 5.802e-05

> shapiro.test(datos$Meso.desp)
Shapiro-Wilk normality test

data: datos$Meso.desp
W = 0.58621, p-value = 0.0001871

> shapiro.test(datos$Alac.antes)
Shapiro-Wilk normality test

data: datos$Alac.antes
W =0.52971, p-value = 3.875e-05

> shapiro.test(datos$Alac.desp)
Shapiro-Wilk normality test

data: datos$Alac.desp
W = 0.60399, p-value = 0.0003032

> shapiro.test(datos$SCC.antes[1:6])
Shapiro-Wilk normality test

data: datos$SCC.antes[1:6]
W = 0.93708, p-value = 0.6358

> shapiro.test(datos$SCC.despues[1:6])
Shapiro-Wilk normality test

data: datos$SCC.despues[l1:6]
W = 0.75631, p-value = 0.02295

Los datos de células somaticas son los Unicos que presentan distribucion normal, se Calc
ularon las diferencias porcentuales y se realizé nuevamente prueba de normalidad a los re
sultados

> difmeso<-datos$Meso.desp-datos$Meso.antes

> difmeso.porc<-(datos$Meso.antes-datos$Meso.desp)/datos$Meso.antes
> difalac<-datos$Alac.desp-datos$Alac.antes

> difalac.porc<-(datos$Alac.antes-datos$Alac.desp)/datos$Alac.antes

> difscc<-datos$SCC.antes[1:6]-datos$SCC.despues[1:6]
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> difscc.porc<-(datos$SCC.antes[1:6] datos$SCC.despues[1:6])/datos$SCC.antes[1:6]
> shapiro.test(difscc)

Shapiro-Wilk normality test

data: difscc
W =0.91784, p-value = 0.4899

> shapiro.test(difmeso)
Shapiro-Wilk normality test

data: difmeso
W =0.67602, p-value = 0.002018

> shapiro.test(difalac)
Shapiro-Wilk normality test

data: difalac
W =0.78327, p-value = 0.02788

Se realizo intervalo de confianza para células somaticas mediante prueba t, paramétrica C
on un nivel de confianza del 95%, hubo una reduccion entre el 85% y el 99,5% en el conte
nido de células somaticas.

> t.test(difscc.porc)

One Sample t-test

data: difscc.porc

t =32.729, df = 5, p-value = 5.004e-07

alternative hypothesis: true mean is not equal to 0
95 percent confidence interval:

0.8498939 0.9947791

sample estimates:

mean of x

0.9223365

Andlis de bacterias acido lacticas

> porc.alacaltos<-difalac.porc[c(1:2,5:7)]

> cor(porc.mesoaltos,porc.alacaltos,method="spearman")
> library(BSDA)

> difalac.porc<-difalac.porc[c(1:2,4:7)]

> SIGN.test(difalac.porc)
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One-sample Sign-Test

data: difalac.porc

s =0, p-value = 0.03125

alternative hypothesis: true median is not equal to O
95 percent confidence interval:

-3.7844366 -0.1529682

sample estimates:

median of x

-0.9846592

Con un nivel de confianza del 95% hay un incremento en las bacterias acido lacticas entre
un 15.3% y un 378% Prueba de Wilcoxon (no paramétrica)

CAPITULO Il
MICROFILTRACION TANGENCIAL CON MEMBRANAS CERAMICAS DE 5 um,
EN EL TRATAMIENTO DE LECHE CRUDA PARA LA ELABORACION DE
QUESO
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Resumen:

Se evalud la implementacién de la microfiltracion tangencial con membranas
ceramicas, en la reduccion de la carga microbiologica de la leche cruda para la
elaboracién de quesos sin procesos de pasteurizacion. Para tal fin, se emple6 una
membrana ceramica monocanal PALL de 5 um en Modelo X LAB 5 MEMBRALOX
Module T1-70 bajo cuatro presiones trasmembranarias (TMP) de: 100, 120, 140,
160 y 180 kPa; se encontré que la microfiltracion con TMP de 100 kPa y un factor
de reduccion volumétrico (VRF) de 6 tiene un gran rendimiento de flujo que
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permite microfiltrar la leche sin remover previamente la grasa. Se obtuvo un flux
promedio de 6800 I/m? por hora, a una temperatura de 25 °C y un producto final
con mejores caracteristicas microbiolégicas y sanitarias. Esta investigaciéon
concluye que, la microfiltracién tangencial de leche cruda entera con membranas
ceramicas de 5 um, puede reducir significativamente (P>0.05) hasta en un 55% la
carga de bacterias mesofilas aerobias totales; con un incremento en proporcion de
bacterias acido lacticas y una reduccion efectiva del contenido de células
somaticas desde el 85.0 al 99.5% (P<0.05). La calidad composicional de la leche
sélo varié en cuanto al contenido de grasa; ademas de una reduccién del diametro
promedio del glébulo de grasa en 0.64 umy un incremento en el area de superficie
globular. Los demas componentes de la leche, no presentaron cambios.

Introduccién

En el mundo existen varios quesos para los cuales las propiedades de la leche
cruda son indispensables, ya que de ahi derivan sus caracteristicas organolépticas
como aroma y sabor (Chambers et al., 2010); en Europa el 39 % de los quesos
con denominacion de origen (PDO) se fabrican con leche cruda involucrando la
cultura de las comunidades rurales, con un gran impacto economico y social; sin
embargo, estos derivados han sido clasificados como alimentos riesgosos ya que
dentro de su proceso no se emplea ningun tratamiento de higienizacion (Licitra et
al., 2019).

La carga microbiana presente en la leche cruda es necesaria en la elaboracion de
algunos quesos que se fabrican sin la adicion de in6culos microbianos; este
aspecto se rige por las normas internacionales de calidad higiénica y sanitaria
donde la Union Europea especifica un recuento de <100000 cfu/ml para gérmenes
y <400000 cel/ml en células somaticas (EU, 2004); mientras que en Norteamérica,
la leche para procesamiento de queso clasificada como grado B permite hasta
500000 cfu/ml de bacterias mesodfilas y para células somaticas hasta 750000
cel/ml en el tanque de acopio (USDA, 2011).

Las buenas practicas de ordefio, han sido las estrategias para reducir la carga de
mesofilos aerobios en la leche cruda (De Silva et al., 2016); sin embargo, resultan
insuficientes ya que las diferentes fuentes de contaminacion generan una
variacion constante ya sea entre dias de recoleccion, entre granjas asi como entre
areas geograficas, donde la microbiota predominante esta conformada por
géneros que producen tanto descomposicion (Pseudomonas y Bacillus), como
fermentacion (Lactococcus) (Skeie et al., 2019).

Por otra parte, los tratamientos térmicos aplicados a la leche para la eliminacion
de bacterias, conducen a la pérdida del potencial probidtico, cambios en la
actividad enzimatica, perdida de antioxidantes, aminodacidos, vitaminas del
complejo B y la capacidad de accion de los sistemas antimicrobianos naturales
(Baars, 2013; Claeys et al., 2013). Mediante la microfiltracién tangencial se ha
logrado la reduccion de bacterias, esporas y células somaticas en leche para el
consumo directo (Griep et al., 2018; Schmid et al. 2012); los procedimientos que
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se han implementado convencionalmente se realizan empleando membranas de
1.4 ym donde se retira y pasteuriza previamente la grasa dado el gran tamafio
promedio de los glébulos grasos (3.4 um) (Chen et al., 2019), ademas se requiere
de un calentamiento en el proceso de microfiltracion que puede llegar hasta los
60°C (Fernandez et al., 2013). La presente investigacion evalu6 las condiciones
mediante las cuales la microfiltracion tangencial es viable como tratamiento que
beneficia la calidad higiénica y sanitaria de la leche manteniendo sus
caracteristicas composicionales principales para su uso en procesamiento de
queso.

Materiales y métodos

Obtencion de leche cruda

La leche cruda fue recolectada directamente del tanque de acopio de una planta
procesadora de quesos, (Paipa, Colombia). Para la evaluacion de las condiciones
de operacion del equipo de microfiltracion, en cuanto a flujo y remocion
microbiana, se emplearon muestras diarias de 20 litros de leche durante 5 dias. En
la evaluacion del comportamiento microbioldgico, células somaticas y globulo de
grasa de la leche, microfiltrada y sin microfiltrar, se emplearon 6 litros de leche, a
partir de la recoleccion directa en fincas cercanas al municipio de Paipa por un
periodo de 8 dias.

Microfiltracién Tangencial

La microfiltracion de la leche cruda, se realiz6 mediante tecnologia de membranas
utilizando un equipo de microfiltracion tangencial PALL Modelo X LAB 5
MEMBRALOX Module T1-70 con membrana ceramica monocanal de 5 um. La
permeabilidad de la membrana, que determina la eficiencia del proceso, asi como
el test de limpieza, fueron evaluados a partir de la siguiente ecuacion:

Lp = (Qf * K)/(TMP * 4)

Donde: Lp es la permeabilidad de la membrana (L.cP/m2.h. kPa a 20 °C), Qf es la
medida del flujo de permeado (I/h), TMP es el promedio de presion
transmembranaria (kPa), A, expresa el area de filtracion de la membrana y K es la
constante de viscosidad del agua equivalente a 1.0019 cP a 20 °C (Fernandez &
Riera, 2015). La limpieza de la membrana se realiz6 con una solucién al 1 % p/p
de hidréxido de sodio (NaOH) y en todas las ocasiones fue necesario usar acido
nitrico (HNO3) 0.5 % p/p para lograr recuperar la permeabilidad de la membrana.

El flujo y remocion de bacterias mesoéfilas aerobias fueron determinados bajo las
TMP de 100, 120, 140, 160 y 180 kPa; microfiltrando 5 lotes diferentes de 20 litros
cada uno en fracciones de 5 litros y sometiendo cada fracciéon a las 5 TMP
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respectivamente. En una segunda fase con previo establecimiento de las
condiciones de operacion iniciales, fueron microfiltrados 8 lotes cada uno de 6
litros de leche donde se evalud la remocién de células sométicas, la distribucion
del tamafio de glébulo de grasa ademas del comportamiento microbiologico. En
todos los casos se mantuvo un factor de reduccion volumétrico de 6 (VRF)
asegurando siempre la misma proporcion de retenido.

Analisis composicional y tamafio de glébulos de grasa

Los contenidos de proteina cruda, grasa, solidos totales, sélidos no grasos,
lactosa y punto de congelacion, se determinaron mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) MilkoScan™ Mars FOSS. En cuanto
al tamafio de glébulo de grasa y su dispersion para leche cruda y microfiltrada, se
emple6é el método Optico indirecto mediante andlisis de difraccion laser en un
analizador de particulas Mastersizer 3000; con un indice de refraccion en leche de
1.46 para el laser rojo (632.8 nm) y 1.47 para el laser azul (470 nm), agua como
dispersante a 20 °C con un indice de 1.33 respectivamente y oscurecimiento con
un rango del 1 al 8% y de 10% al 12%. La leche se mezclo en proporcion 1:10
mas la adicion de agente dispersante de caseinas (SolA) (Ransmark et al., 2019).

Andlisis microbioldgico y recuento de células somaticas

Se realizaron diluciones seriadas de leche cruda y microfitrada y se realizaron
siembras en placas petrifilms 3M, método oficial para leche y productos lacteos,
mesofilos aerobios 48h a 32 °C AOAC 986.33; bacterias acido lacticas 48h a 33 °C
AOAC 041701. El recuento de células soméaticas se realizé mediante citometria de
flujo norma: UNE EN ISO 13366-2:2007.

Analisis estadistico

Para el analisis de datos, se utilizo el paquete estadistico R version 1.1.496. Se
comprobé mediante analisis de varianza si el flujo o la permeabilidad es igual para
todas las diferentes TMP, se realiz6 comparacion de pares de medias para
determinar cual tuvo el mayor flujo. Un supuesto para realizar el analisis fue que la

variable medida se distribuyd normal para cada uno de los diferentes factores a
tratar (TMP). Se rechaz6 toda hipotesis cuyo valor p asociado fue <0.05.

Resultados y discusion

Permeabilidad y flux
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Los resultados de permeabilidad de la membrana bajo las 5 presiones
transmembranarias mostraron diferencias significativas, p value= 6.19e-08
(p<0.05), el aumento de la presion transmembranaria conllevé a la colmatacion y
disminucion en la permeabilidad (figura 1).
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Fig.1. Comportamiento de la permeabilidad en funcién de TMP, medias de flujos para cada fraccion
en 5 lotes.

Al comparar las TMP por pares de medias (Tabla 1) se encontré que TMP 100 kPa
es diferente significativamente a las demas (p<0.05); con esta presién se obtuvo la
mayor permeabilidad en el proceso obteniendo un flux promedio de 6800 I/m2h y
un factor de reduccién volumétrico de 6, a una temperatura de 25°C. No se
observaron diferencias entre 180, 160 y 140 kPa, como tampoco entre 120 y 140
kPa. Para ninguna de las pruebas se utilizé el sistema de descolmatacion y en
todas se logro recuperar la permeabilidad de la membrana .

Tabla 1. Comparaciones de pares de medias TMP en funcién de la permeabilidad

TMP kPa

100 120 140 160
120 0.02987 _
140 0.00036 0.23826 _
160 5.8e-05 0.02987 0.98179 _
180 7.4e-05 0.02987 0.98179 0.98179

P value (p<0.05)
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Remocién de mesobfilos

La remocién de bacterias meséfilas aerobias en porcentaje presentd diferencias
significativas entre las presiones, ANOVA P-value= 0.0046 (p<0.05); al analizar
Unicamente las TPM 100, 120 y 140 kPa no se encontraron diferencias entre si P-
value=0.856 (p<0.05). Los valores medios del porcentaje de remocion de bacterias
mesofilas de cada réplica para TMP 100 kPa fueron de 32, 55, 44, 55 y 30%; para
esta variable la diferencia de medias entre leche cruda y microfitrada se ubico en
el intervalo log UFC 5.836- 5.008 (Tabla 2) el mayor valor de contaminacion por
bacterias mesofilas encontrado en la leche cruda fue de log 6.146, este valor se
redujo a log 5.977 al microfiltrar y la mayor reduccion de carga de una réplica se
obtuvo desde log 6.082 a 5.728. Existieron valores negativos para TMP 180 kPa
donde se encontré un aumento de las bacterias mesofilas en un 25% (figura 2),
mostrando una correlacion negativa entre el aumento de la TMP y la reduccion de
bacterias mesoéfilas después de 140 kPa.
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Fig.2. Porcentaje de remocion de bacterias mesdéfilas aerobias en funcién de la TMP

La diferencia en la composicién de la leche y su carga microbiolégica con TMP
100 kPa en las 5 réplicas de evaluacién se muestran en la tabla 2. Los valores de
proteina cruda, sélidos no grasos, lactosa y punto de congelacion, no presentaron
diferencias significativas; por su parte, en la grasa el intervalo de confianza
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muestra una reduccién en unidades porcentuales desde 1.22 hasta 0.57 (P<0.05),
esta variacion no se pudo atribuir al porcentaje de grasa inicial, en datos no
mostrados la distribucion del tamafio de glébulo de grasa es la variable que mas
afecta este comportamiento. La reduccion en valores porcentuales de solidos
totales se explica exclusivamente por la pérdida de grasa comparando los valores
medios.

Tabla 2. Intervalos de confianza para la diferencia en las caracteristicas microbiolégicas y
composicionales entre leche cruda y microfiltrada TMP 100 kPa. Proteina cruda sélidos torales ,
solidos no grasos, lactosa y punto de congelacion.

Mesofilos Proteina Solidos Solidos Punto de
(Log cfu) cruda Grasa totales  no grasos Lactosa congelacion
Muestra 1 5.653 0.010 0.810 0.800 -0.010 0.010 0.000
Muestra 2 5.720 -0.020 1.150 1.090 -0.060 -0.050 0.007
Muestra 3 4.903 0.000 0.530 0.560 0.020 0.020 -0.002
Muestra 4 5.829 0.060 1.150 1.180 0.030 0.040 -0.003
Muestra 5 5.380 0.040 0.850 0.930 0.050 0.050 -0.004
Media 5.497 0.018 0.898 0.912 0.006 0.014 0.000
L. Inferior 5.008 -0.022 0.574 0.608 -0.047 -0.035 -0.006
L. Superior 5.836 0.058 1.222 1.216 0.059 0.063 0.005

Células somaticas y bacterias acido lacticas

El contenido de células somaticas en la elaboracion de quesos tiene un alto efecto
en el rendimiento al aumentarse la protedlisis enzimatica por la activacion del
plasminégeno a plasmina, que conduce pérdidas de [B-caseina en el suero
(Johansson et al., 2017); recuentos de células soméaticas desde las 1x10°> cel/ml
reducen el rendimiento y valores superiores a 4x10° cel/ml aumentan el tiempo de
coagulacion, el porcentaje de humedad y la actividad enzimatica que causa
deterioro (Murphy et al., 2016). Las estrategias de control de éstas células en la
leche debido a la calidad sanitaria no se realizan cominmente en los procesos de
manufactura y se enfocan en practicas higiénicas de ordefio ademas de la
implementacion de antioxidantes en las dietas de los animales, vacunacion,
suministro de melatonina y el uso de las Omicas en los procesos de seleccion,
(Alhussien & Dang, 2018).

La microfiltracién de la leche con membranas ceramicas de 5 um se ha empleado
para investigar los efectos de las células somaticas en la maduracion y el
rendimiento del queso ya que ha permitido evaluar diferentes concentraciones de
las mismas en el proceso (Li et al. 2017). En la presente investigacién el mayor
valor encontrado en células somaticas fue de 9.82x10° cel/ml y su porcentaje de
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remocion fue de 99% microfiltrando con TMP 100 kPa, el menor valor encontrado
fue de 1.88x10* cel/ml con una remocion del 81% (figura 3), el promedio total de
reduccion fue de 92% con un intervalo desde 85 a 99.5% p-value = 5.004e-07
(p<0.05), Con este resultado se obtiene una materia prima homogénea que
asegura una cantidad similar de células somaticas entre lotes de proceso.
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Fig.3. Efecto de la microfiltracion sobre la remocién de células sométicas

La presencia de bacterias acido lacticas y su proporcion dentro de los mesofilos
totales es uno de los aspectos mas importantes para los productos artesanales
fabricados sin cultivos iniciadores ya que la via metabdlica que tome el lactato es
el inicio de un adecuado proceso de maduracion y formacion de compuestos
deseables (McSweeney & Sousa, 2000). El contenido de bacterias acido lacticas
en leche microfiltrada, present6 un incremento desde el 15.3 hasta el 378% con un
nivel de confianza del 95%; este comportamiento es importante en la maduracion
de los quesos y en el control del crecimiento de bacterias indeseables por
competencia. La causa del incremento de las bacterias acido lacticas en la leche
microfiltrada no es clara, sin embargo, puede tener alguna relacion con el tipo de
contaminacioén y la afinidad especifica de los diferentes grupos de bacterias, ya
sea por la membrana del glébulo de grasa o las particulas contaminantes que
pueden llegar a los 300 mg/l, proveniente de diferentes fuentes en particular ante
la carencia de la infraestructura adecuada (Vissers et al., 2007). A pesar del
marcado efecto en la remocidn de células somaticas e incremento de bacterias
acido lacticas, no se encontré ninguna correlacion o dependencia entre estas dos
variables de respuesta.
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Distribucién del tamafio de globulo de grasa:

Uno de los cambios en las caracteristicas de la grasa de la leche es la variacion
de la proporcion del tamafio de los glébulos de grasa. Al realizar las mediciones de
distribucién del tamafio de particula se encontré que el didmetro medio de masa
Dx(50) para los glébulos de leche microfiltrada se reduce en 0.64 um y aumenta el
porcentaje de densidad en volumen para los glébulos de menos de 4,32 um, el
tamafo de particula del 90 % de la muestra se reduce en 2,79 pm.

Al igual que lo reportado por M. C. Michalski et al. (2006) se descartaron dafios
mecéanicos o posibles fraccionamiento de glébulos de grasa grandes, ya que a
pesar de las 5 um del tamafio de la membrana hay glébulos de mayor diametro
gue logran atravesarla y llegar al permeado; de igual manera se logré obtener un
contenido de grasa adecuado para condiciones industriales >15 g/kg.

La concentracion de los glébulos grasos de menor tamarfio explica el aumento del
area de superficie de globulos grasos de la leche microfiltrada (figura 4); al obtener
mayor area de superficie globular mediante la microfiltracion se aumenta el
material graso de membrana globular (MFGM) respecto al nacleo y es en la
membrana donde se reporta la mayor presencia de acidos grasos poliinsaturados
y de cadena larga en el perfil lipidico (Couvreur & Hurtaud, 2017). Otras
investigaciones ademas soportan que glébulos de 3.3 £ 1.2 um comparados con
7.6 £ 0.9 um presentan cambios en la composicion de los fosfolipidos y aumentan
el contenido biomoléculas importantes como acido linoléico conjugado CLA y sus
precursores que pueden conducir a la presencia de esta molécula en mayores
cantidades en los productos terminados (Lu et al., 2016, M. C. Michalski et al.
2005)
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Fig.4. Distribucién de tamafio de particula para glébulos de grasa.
Conclusiones

Implementando la microfiltracion tangencial con membranas ceramicas de 5 um en
leche cruda se logra reducir la carga microbioldgica inicial en valores desde log
5.83 cfu/ml, la calidad sanitaria de la leche evaluada mediante el recuento de
células somaticas se mejora de manera efectiva frente a las diferentes normas
internacionales para la fabricacion de quesos. El aumento de bacterias acido
lacticas resulta un tema de interés para futuras investigaciones, en cuanto a
tiempos de maduracion y la distribucion microbiologica en el producto terminado
incluyendo el control de bacterias patégenas por competencia. Los cambios en la
composicion lipidica deben ser revisados en los productos terminados, donde se
pueda evaluar caracteristicas deseables organolépticas y composicionales. La
mejor condicidon de operacion de la microfiltracion de la leche cruda obtenida en la
investigacion con membranas ceramicas de 5um sin desengrasar la leche resulta
adecuada en términos de flujo para ser implementada en la fabricacién de quesos
artesanales.
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CAPITULO Il

Comunicacion corta: MICROFILTRACION TANGENCIAL DE LECHE CRUDA
EN LA ELABORACION DEL QUESO PAIPA.

RESUMEN:

El objetivo de este trabajo fue la implementacion de la tecnologia de
microfiltracion tangencial con membranas ceramicas en la fabricacion del queso
paipa, se microfiltro leche cruda entera con membrana ceramica monocanal PALL
de 5um en unidad piloto de investigacion Modelo X LAB 5 MEMBRALOX T1-70;
las condiciones de operacién fueron TMP de lbar y un factor de reduccion
volumeétrico (VRF) de 6. Los resultados muestran un aumento de la proporcion de
bacterias acido lacticas en la maduracion del queso y la reduccién de coliformes
totales. Se observaron caracteristicas similares en cuanto a microestructura y no
se encontraron diferencias en el comportamiento del perfil lipidico.

INTRODUCCION

El queso Paipa, es un producto que se elabora a partir de leche cruda en el
departamento de Boyacd en la parte centro oriental de Colombia, en los
municipios de Paipa y Sotaquird a una altura promedio de 2525 msnm. Se
caracteriza por ser un queso semimaduro de 21dias con protecciéon de
denominacion de origen (PDO), (Superintendencia de industria y comercio, 2011)
del cual dependen familias de pequefios productores y procesadores involucrando
en lo econémico social y cultural a la comunidad rural. Al igual que la mayoria de
guesos que se fabrican en el mundo, la elevada carga microbiolégica de la leche
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cruda condiciona su uso como materia prima mediante las normas que buscan
proteger la salud del consumidor.

En Colombia la nhorma de leche cruda para consumo humano y para la fabricacién

de derivados lacteos permite un maximo de 700.000 ufc/ml de bacterias mesdéfilas
aerobias (Ministerio de la Proteccion Social, 2011). En productos terminados como
guesos semimaduros y maduros la normatividad Colombiana tiene en cuenta la
presencia de Coliformes fecales, Estaphilococcus aureus coagulasa positivos y
Salmonella (INVIMA, 1989); para la Comisiébn Europea se tiene en cuenta
Salmonella y Estaphilococcus aureus coagulasa positivos en quesos fabricados a
partir de leche cruda durante su vida util (Ec, 2007).

Ademas de la pasteurizacion de la leche y sus variaciones térmicas, se han
desarrollado las tecnologias de radiacion ultra violeta, microfiltracion, campo
eléctrico pulsado y algunas combinaciones de las anteriores (Alirezalu et al.,
2020); sin embargo al eliminar la totalidad de la carga microbiologica nativa, se
impide la posibilidad de implementar la mayoria de estas tecnologias en el
proceso de fabricacion del queso Paipa y otros quesos, ya que no incluyen
in6culos iniciadores en su proceso. Por otra parte se puede discutir sobre de la
conveniencia para los procesos fermentativos y para la calidad composicional, la
implementacion de tecnologias drasticas que ademas de eliminar las bacterias
gue causan deterioro, también eliminan bacterias acido lacticas, su funcién
probidtica y biomoléculas beneficiosas para la salud como exopolisacaridos
microbianos, oligosacaridos, acido gama aminobutirico (GABA), acido linoleico
conjugado CLA ,Vitaminas B12, biotina, acido folico y péptidos bioactivos como
bacteriocinas (M. Fernandez, Hudson, Korpela, & De Los Reyes-Gavilan, 2015).

Las mdltiples aplicaciones de los procesos de separacion con membranas se han
venido desarrollando e incorporando en la industria lactea en el procesamiento de
la leche y en sus efluentes; la microfiltracion tangencial con membranas ceramicas
ha sido uno de los procesos incorporados exitosamente con varios objetivos como
la concentracion de los componentes de la leche, el fraccionamiento de proteinas
y grasa o la separacion de los mismos incluyendo las bacterias. Los avances
tecnolégicos en tratamientos de higienizacion de la leche con membranas
ceramicas han buscado aumentar la vida util no solo con la eliminacion de las
bacterias, sino también con la inactivacion de enzimas y la preservacion de
vitaminas, proteinas y glébulos de grasa funcionales. En la fabricacion de quesos,
se ha logrado aumentar el valor nutritivo y mejorar caracteristicas del proceso
como rendimiento, firmeza y mejores tiempos de coagulacion (Chen, Leong,
Kentish, Ashokkumar, & Martin, 2019).

En cuanto a la remocion microbiana y de esporas la microfiltraciéon de la leche ha
mostrado una alta eficiencia con membranas de 1.4 um, con presiones
trasmembranarias (TMP) de 0,7 Bar (Griep, Cheng, & Moraru, 2018), en estos
casos en necesario retirar previamente la grasa para evitar el fenobmeno de
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colmataje y en caso de requerirse la incorporacion de la misma, ésta debe ser
pasteurizada; este tratamiento ha sido usado exitosamente en leche de larga vida
util extendida donde ademas de preservar el sabor se ha comprobado que la
microfiltracion beneficia altamente la presencia de bacterias acido lacticas en el
almacenamiento donde inicialmente predominaron bacterias gram negativas
aerobias (Schmidt et al., 2012).

Ademés del efecto que tiene en la calidad microbiolégica de la leche, la
microfiltracion podria tener una alta efectividad en la calidad sanitaria, mediante la
remocion de células sométicas con membranas de tamafos de poros de 5um;
estas aplicaciones han sido Utiles para determinar el efecto de las células
somaticas en la matriz del queso y permite realizar el proceso de manera directa
sin descremar la leche (Li et al., 2017). Aunque estos tamafios de poros mas
grandes son efectivos para remover en gran medida las células somaticas,
también podria tener un efecto en la carga microbiana y en la composicion lipidica
del queso cuando se tiene en cuenta la variacion en el tamafo de las bacterias y
de los globulos de grasa.

En la presente investigacion se implemento la microfiltracion tangencial con
membranas ceramicas con un tamafio de poro de 5um en el proceso de
elaboracion del queso Paipa.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de leche cruda

La leche cruda fue obtenida de la fabrica de queso Paipa Lacteos Factory
localizada en la ciudad de Paipa Colombia, Se tomaron 44 litros de leche y se
realizaron 8 quesos con 5 litros de leche cada uno de manera independiente
obteniendo 4 quesos con leche cruda y cuatro con leche microfiltrada mas un
retenido de 4litros.

Microfiltracién Tangencial

La leche cruda obtenida del tanque de acopio se microfiltro en unidad
experimental PALL Modelo X LAB 5 MEMBRALOX Module T1-70 con membrana
ceramica monocanal de 5 pm con las siguientes condiciones de operacion:
Presion transmembranaria (TMP) de 1 Bar y factor de reduccién volumétrico (VFR)
de 6. La permeabilidad de la membrana se calculé con la ecuacién Lp= (Qf *
K)/(TMP *A) Donde: Lp es la permeabilidad de cada membrana (L.cP/m2.h.bar a
20°C), Qf es la medida del flujo de permeado (L/h), TMP es el promedio de presion
transmembranaria (bar), A expresa el area de filtracion de la membrana y K es la
constante de viscosidad del agua equivalente a 1,0019 cP a 20°C (L. Fernandez &
Riera, 2015).
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Proceso de elaboracion de queso Paipa

El proceso de elaboracién del queso se realizé paralelamente con la leche cruda y
microfiltrada, se tomaron 5 litros de cada una respectivamente por cuadruplicado
en contenedores independientes con una acidez titulable de 18,5°Th y se aplicd
cuajo enzimatico a una temperatura de 35 °C, se realiz0 el corte de la cuajada a
los 30 minutos con un tiempo de reposo de 10 minutos, una vez se obtuvo la
cuajada se realiz6 amasado uniforme y aplicacion de sal, para luego llevar a
molde con lienzo; se dej6é con prensa durante 10 horas y se llevo a la cava de
maduraciéon con una humedad relativa de 65% a una temperatura de 20 °C
durante 21 dias.

Andlisis microbiolégico

Se realiz6 andlisis microbiol6gico de mesofilos totales, coliformes totales, bacterias
acido lacticas y Sthaphilococcus aureus, la muestra se preparé en stomacher bag
con 45 cc de agua peptonada 0,1%, tres gotas de twin 80 y 5 gr de muestra de
gueso, se tomoO uniformemente una porcidon que incluia corteza y matriz,
realizando un muestreo radial al queso. Se realizaron diluciones seriadas y se
sembraron en placas petrifilms 3M método oficial para leche y productos lacteos,
para Mesofilos aerobios AOAC 986.33 48h a 32°C, Coliformes totales AOAC
986.33 y 989.10 24h a 32°C, Staphylococcus aureus AOAC 2003.08 24h a 35°C y
bacterias acido lacticas 48h a 33°C .

Analisis de acidos grasos

El andlisis de acidos grasos se llevo a cabo en el laboratorio de cromatografia y
espectrometria de masas de la Universidad Industrial de Santander Crom Mass
mediante la obtencion y cuantificacion de sus metilésteres por GC-FID, segun el
método de extraccion Soxhlet automatizado y las Normas ISO 12966-1:2014

Como estandar de referencia certificado se empled la mezcla 37 Component
FAME Mix, (AccuStandard, Inc., 125 Market Street, New Haven CT 06513, Cat
FAMQ-005). El andlisis cromatografico se realizé en un cromatografo de gases
(GC) AT 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), con detector
de ionizaciéon de llama (FID). La columna empleada en el analisis fue DB-23 (J &
W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) [50%-cianopropil-poli(metilsiloxano), 60 m Xx
0,25 mm x 0,25 um]. La inyeccion se realiz6 en modo split (50:1) (Viny= 2 uL).

Anélisis de microestructura
Se cortaron trozos de queso de 10X10X2 mm todos seleccionados de la matriz del
gueso, fueron deshidratados con etanol 70% durante 8 dias. Una vez secadas las

muestras se montaron en bases de aluminio para microscopia electrénica de
barrido SEM y se revistieron con oro-paladio. Las muestras se observaron en un
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microscopio electronico de barrido a una distancia de trabajo de 10 a 11mm, a 500
aumentos, se tomaron 10 imagenes al azar por cada muestra.

Resultados

Los parametros composicionales y de rendimiento se muestran en la tabla 1. ; los
calculos para rendimientos se realizaron con base en lo esperado para 5 litros por
los productores de queso Paipa (450 gr) se realizé de esta manera con el fin de
comparar sin tener en cuenta la humedad del producto; se encontré que 3 de los
cuatro quesos con leche microfiltrada presentaron mejor rendimiento (tabla 3) y
todos presentaron olor intenso y agradable a fermento lactico respecto a los
fabricados con leche cruda, no se sintieron diferencias en cuanto a firmeza.

Tablal. Parametros composicionales y de rendimiento
RM MM RM MM RM MM RM MM

PESO (gr) 379 401 402 366 373 389 413 418

RENDIMIENTO % 84,2 89,1 89,3 81,3 82,9 86,4 91,8 92,9
GRASA
(Gravimétrico)

0/100g de alimento 19,49 21 12,65 16,58 23,5 17,91 21,95 18,28
PROTEINA

(Kjeldahl) g/100g

de alimento 28,05 3252 32,34 3306 32,85 31,49 30,75 3242

Los resultados en proteina cruda presentan una gran variacion teniendo en cuenta
gue los analisis de proteina de la leche cruda y microfiltrada fueron similares
3,04% y 3,05% respectivamente, parte de la explicacion se puede atribuir a las
diferentes metodologias empleadas: espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) MilkoScan™ Mars FOSS para la leche y Kjeldahl para el queso, o
al mismo proceso de maduracién del queso, para el caso de la grasa pese a una
reduccion de cerca del 40% en leche microfiltrada, no se refleja en los resultados
del queso, encontrandose valores incluso superiores. Los resultados finales en
cuanto a composicion no muestran una tendencia que indique una afectacion
negativa en los productos finales por parte de la implementacién de la
microfiltracion.

Analisis microbioldgico
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Los resultados muestran una reduccion en el contenido de bacterias mesofilas
totales, el valor minimo fue de 25% y el maximo de 76%; para Staphilococcus
hubo una mayor variacion donde el menor porcentaje de reduccién fue de 18% y
el maximo de 96%; para coliformes los resultados muestran una menor variacion y
una reduccion desde el 96% al 99% el valor méas bajo encontrado para Coliformes
totales fue de 27103 ufc/g (Tabla 2).

Tabla2. Comportamiento microbiano ufc/g en queso paipa, cuatro procesos independientes leche
cruda y su respectiva microfiltrada. Raw Milk (RM), Microfiltred milk (MM)

Tipo/microorganismo
RM MM RM MM | RM | MM RM MM
MESOFILOS 18,6M0' | 5 qaqgie | 24710% | 8MO™® | 20107 | 1570 [ 15,8107 | 3,807
STAPHILOCOCCUS | 33M05 | p7aq0s | 13M0° | 480 | 23M0° | 1M05 | 24705 | 57108
3
COLIFORMES 28700 | 2M10° 145 40100 | 67100 | 46705 | 3700 | 95700 | 4n108
A 8
ACIDO LACTICAS | 12008 | 94™M0% | 10 301010 | 7,780 | 2.500% | 3,200 | 9,1710% | 128010

Las bacterias acido lacticas presentaron incrementos en dos de las muestras con
leche microfiltrada 28% y 33% y se ven altamente beneficiadas por el proceso al
aumentar su proporcion dentro de las bacterias mesofilas totales, esto de alguna
medida explica el gran control que se ejerce sobre los coliformes totales, la carga
microbiana inicial de la leche cruda fue de 1008 ufc/mL valor que supera en gran
medida lo que especifica la normatividad Colombiana . En la tabla 2. también se
puede observar como hay una gran variacion microbiolégica de un proceso a otro
empleando la misma leche y realizando el mismo proceso, sin embargo el efecto
gue tiene la leche microfiltrada es consistente. Estas variaciones se evidencian en
mayor medida entre fabricas de queso, muchas dependientes de cada productor,
en una investigacion reciente con técnicas de biologia molecular se encontr6 que
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el phylum principal del queso Paipa es Firmicutes y el Lactococcus la bacteria
acido lactica méas representativa, sin embargo la variacion entre otros grupos
bacterianos es extensa (Castellanos-Rozo, Pulido, Grande, Lucas, & Gélvez,
2020).

El queso fabricado a partir de leche microfiltrada en los 21 dias tuvo mayor
formacion de corteza, indicando una reduccién en el tiempo de maduracion,
explicado en la mayor proporcion de bacterias acido lacticas respecto a los
fabricados con leche cruda (Imagen 1.). Las mediciones de corteza fueron
superiores en 2mm para los quesos fabricados a partir de leche microfiltrada.

=857

g‘./ |

Imagen 1. Formacion de corteza, maduracién a 21 dias, Leche cruda (lzquierda) Leche
Microfiltrada (Derecha)

Analisis de acidos grasos

Los resultados del perfil lipidico se muestran en la tabla 3, el queso obtenido con
leche microfiltrada presenta menor contenido de &cidos grasos, los resultados
muestran variacion en el comportamiento de los acidos grasos entre los quesos
con leche cruda y microfiltrada tanto por separado como al compararlos
respectivamente, sugiriendo que existen puntos criticos en el proceso que
determinan diferentes vias metabdlicas dependiendo de la carga microbiolégica
gue se beneficie en el proceso; a pesar de esto, la distribucion porcentual de
acidos grasos saturados monoinsaturados y polinsaturados respecto al total de
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acidos grasos se mantiene. A nivel individual se observa un mayor efecto de la
microfiltracion en la reduccidn de acidos grados de cadena corta.

Tabla 3. Concentracion (mg/ g de grasa) de acidos grasos, en forma de metilésteres (FAME)

Acido graso RM MM RM MM RM MM RM MM
Butirico (C4:0) 5,8 3.4 8,8 3,7 4,6 4,3 4,5 3,8
Caproico (C6:0) 6,1 4,2 10,3 50 5,0 53 57 5,0
Caprilico (C8:0) 4,0 3.1 6,6 3,5 3,1 3,7 3,9 34
Céprico (C10:0) 10,1 8,4 17,2 9,8 7,5 10,3 10,3 8,3
Undecanoico (C11:0) 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Laurico (C12:0) 18,0 14,5 30,5 17,8 13,4 16,9 18,5 15,4
Tridecanoico (C13:0) 0,8 0,6 1,3 0,7 0,6 0,7 0,8 0,7
Miristico (C14:0) 96,8 749 1625 93,1 73,7 85,9 97,7 84,9
Miristoleico (C14:1n5) 8,2 6,5 13,8 8,1 6,2 7,4 8,2 7,4
Pentadecanoico (C15:0) 17,9 13,4 30,0 16,7 13,7 15,4 18,0 15,5
Palmitico (C16:0) 314,3 237,0 527,4 2948 2419 2698 3148 2754
Palmitoleico (C16:1) 18,6 13,9 31,4 17,4 14,3 15,9 18,8 16,2
Heptadecanoico (C17:0) 13,5 10,0 22,8 12,3 10,5 12,0 13,6 11,7
Esteéarico (C18:0) 178,2 129,7 299,8 160,6 137,5 147,2 179,1 151,5
Oleico (C18:1n9c) 407,7 299,1 684,7 3739 314,7 3415 407,7 3515
Linoléico (C18:2n6c¢) 19,1 13,6 31,6 17,7 14,7 15,6 19,0 16,6
Linolénico (C18:3n3) 7,7 5,0 12,3 7,2 6,0 5,6 7,6 6,7
Araquidico (C20:0) 3,7 2,8 6,5 3,6 3,0 3,2 3,9 3,4
Eicosenoico (C20:1n9) 0,8 0,7 1,4 0,8 0,6 0,8 0,9 0,8
Eicosadienoico (C20:2n6) 0,6 0,4 0,8 0,5 0,4 0,4 0,5 0,5
Heneicosanoico (C21:0) 1,0 0,7 1,6 0,9 0,7 0,8 1,0 0,9
Eicosatrienoico (C20:3n6) 0,6 0,3 0,8 0,5 0,4 0,4 0,6 0,5
Araquidénico (C20:4n6) 1,1 0,7 1,7 1,0 0,9 0,8 1,0 1,0
Eicosatrienoico (C20:3n3) 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Eicosapentaenoico (C20:5n3) 1,0 0,5 15 0,9 0,8 0,6 0,9 0,8
Behénico (C22:0) 1,8 1,4 3,1 1,7 1,4 1,6 1,8 1,6
Erucico (C22:1n9) 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tricosanoico (C23:0) 15 1,2 2,5 14 1,1 1,3 1.4 1.4
Lignocérico (C24:0) 14 1,1 2,4 1,3 1,1 1,2 1,3 1,3
Docosahexaenoico (C22:6n3) 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Nervénico (C24:1) 0,6 0,5 1,0 0,6 0,5 0,6 0,6 0,5
Saturados 674,8 506,4 1133,2 626,7 5188 5795 6763 584,1
Monoinsaturados 436,0 320,8 7324 4009 3365 366,3 4364 3765
Poliinsaturados 30,3 20,6 49,1 28,1 23,3 23,5 29,8 26,2
TOTAL 1141,1 847,8 1914,6 1055,7 878,6 969,3 11425 986,8
%SATURADOS 59,1 59,7 59,2 59,4 59,1 59,8 59,2 59,2
%POLIINSATURADOS 2,7 2,4 2,6 2,7 2,7 2,4 2,6 2,7
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%MONOINSATURADOS 38,2 37,8 38,3 38,0 38,3 37,8 38,2 38,2

Andalisis de microestructura

Las caracteristicas microestructurales del queso no presentaron grandes
variaciones, pese a que los glébulos de grasa de mayor tamafio quedan en el
retenido, el porcentaje de grasa en el queso tampoco presentd grandes
diferencias. Se encontraron los mismos fenémenos de coalescencia de glébulos y
la formacién de pequefos depdsitos de grasa en la matriz del queso para las 8
muestras analizadas, aunque en menor medida se observan en la leche
microfiltrada por una mayor distribucion de los glébulos dentro de la matriz de
proteina imagen B y D de la imagen 2; sin embargo hay una mayor deshidratacion
de las proteinas que podria estar relacionado con el aumento en la maduracion.

P

EHT=2000k/  Signal A= SE1 i EHT=2000K/  Signal A=SE1 IIlClt ZEISY|
WD=106mm  Mag= 500KX ST e WD=106mm  Mag= 5O0KX SEnEres

EHT=2000k/  Signal A= SE1 Incijema Y | 34 Uptc EHT=2000k/  Signal A=SE1
WD=106mm  Mag= 500KX A= B e WD=110mm  Mag= 500KX ]

Imagen 2. Microscopia electronica de barrido (SEM) A y C: queso RM, C y D: Queso MM, las
flechas continuas muestran la formacion de depdsitos de grasa en los dos tipos de queso al
mostrar un glébulo y su subyacente fusionado, los circulos presentan ejemplos de coalescencia de
glébulos de grasa para ambos casos, las flechas discontinuas muestran la presencia de bacterias
asociadas a los glébulos de grasa.
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Conclusiones y recomendaciones

La implementacién de la tecnologia microfiltracion tangencial en la elaboracion del
gueso Paipa es viable para mejorar sus caracteristicas microbioldgicas y mantener
de manera homogénea sus propiedades estructurales; el control microbiolégico
gue ejercen las bacterias acido lacticas sobre las bacterias patdgenas es claro y
determinante en el proceso de maduracion. Se debe tener en cuenta que a pesar
del gran efecto que tiene microfiltrar la leche cruda con membranas cerdmicas de
5 um sobre la carga microbiana patégena y el beneficio de las bacterias acido
lacticas en el producto terminado, se deben continuar realizando las BPO y
establecer limites superiores de carga microbiana en los cuales se pueda
establecer un parametro de confianza para la implementacion efectiva de la
microfiltracion.
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CONCLUSIONES FINALES

La tecnologia de microfiltracion tangencial con membranas ceramicas de 5um
remueve significativamente las bacterias mesofilas totales y aumenta la proporcion
de bacterias acido lacticas en la leche cruda como materia prima.

Las condiciones de operacidon encontradas en la investigacion de presion
transmembranaria TMP 1Bar con un factor de reduccion volumétrico de 6 resultan
adecuadas en términos de flujo para que el proceso sea eficiente y sea viable de
implementar para los productores de queso Paipa y quesos artesanales.

Las normas nacionales e internacionales de calidad microbioldgica y sanitaria para
la leche cruda como materia prima de la fabricacién de queso, se pueden cumplir
implementando la microfiltracion tangencial con membranas ceramicas sin
descuidar las buenas practicas de ordefio BPO.

La microfiltracién tangencial, es una herramienta que permite obtener una materia
prima ideal para la fabricacion de productos artesanales, que requieren procesos
fermentativos sin la implementacion de cultivos iniciadores y acelera el proceso de
maduracién que puede significar el aumento de los flujos de produccion en las
plantas de proceso.

Se requiere mayor investigacion en los efectos que puede tener la microfiltracion
en el perfil lipidico y biomoléculas importantes que estan presentes en la leche
cruda, aprovechando los potenciales que se pierden cuando se aplican
tratamientos térmicos

La implementacion de la tecnologia microfiltracion tangencial en la elaboracion del

gueso Paipa es viable para mejorar sus caracteristicas microbiolégicas y mantener
de manera homogénea sus propiedades estructurales.
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RECOMENDACIONES

Las normas que aplican para leche cruda como materia prima en Colombia deben
ser contempladas con un mayor alcance cuando se microfiltra la leche, en razon a
la mejor distribucion de las bacterias &cido lacticas dentro de las Bacterias
mesdfilas totales, ya que se pone en evidencia que una leche microfiltrada con un
namero similar de ufc/ml en contraste con la leche cruda tendrd una proporcion
significativamente alta de bacterias acido lacticas que le mejoran su potencial
probidtico y su potencial industrial.

Se deben establecer los limites microbiologicos de confianza de la leche cruda en
los cuales se pueda establecer un parametro donde la implementacion de la
microfiltracion siempre sea efectiva en el cumplimiento de las normas, si bien es
cierto que la remocion es efectiva cuando las cargas microbioldgicas superan los
parametros ideales, no es recomendable usarla en leches con contaminacién
extrema como suele encontrarse en algunas ocasiones en los tanques de acopio.
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