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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivos estudiar en leche fresca de
vaca los efectos de la aplicacion de tratamientos de ultrasonidos de alta
potencia (UAP, 24 kHz, 20 °C, 0 - 0.5 kJ/mL) individuales y como
pretratamiento a tratamientos térmicos de baja temperatura (UAP+TT, 40 — 60
°C); finalmente del mejor tratamiento estudiar su estabilidad como leche
pasterizada UAP+TT en refrigeracion a 5 °C; usandose como muestras
control leche UAP vy leche pasterizada a 65 °C por 30 min. La aplicacion de
UAP de 0.5 kJ/mL a 20 °C redujo la poblacion de aerobios mesofilos viables
(AMV) y coliformes totales (CT) en 1.4 y 1.7 log ufc/mL respectivamente, este
proceso UAP modificé la acidez titulable, color, sinéresis de sdlidos y turbidez
del suero, pero sin afectar el pH, viscosidad o sensibilidad al cuajo en
comparacion a la leche cruda. Al evaluar los efectos de procesos UAP+TT, se
observd que la inactivacion microbiana empezaba a 55.21 °C para AMV y a
49.2 °C para CT; los tratamientos UAP+TT a 60 °C alcanzaron la calidad
microbioldgica requerida como leche pasterizada. Los procesos UAP+TT no
afectaron la acidez titulable, pH, sinéresis o viscosidad en comparacion con la
leche cruda; por otro lado, los procesos UAP+TT incrementaron la diferencia
de color, y redujeron la turbidez del suero y la sensibilidad al cuajo en
comparacion a la leche cruda. El estudio de la estabilidad en refrigeracion a 5
°C por 12 dias mostré6 que en las leches UAP+TT los AMV permanecieron
estables por 9 dias declinando posteriormente; mientras que la poblacion de
CT se redujo desde el primer dia a 5 °C, manteniéndose la calidad
microbiolégica de leche pasterizada durante el almacenamiento. Todas las
caracteristicas de la leche pasterizada UAP+TT en refrigeracion a 5 °C se
modificaron; se observaron reducciones en el pH, diferencia de color y
viscosidad; y aumentos en la acidez, sinéresis, turbidez y sensibilidad al
cuajo. En conclusién, se demostré que es posible obtener leche pasterizada
con buenas propiedades aplicando pretratamientos ultrasonicos de 0.5 kJ/mL
a 20 °C, seguidos de un tratamiento térmico de 60 °C por 10 minutos, la cual
retendra su calidad microbiol6gica por 12 dias en almacenamiento a 5 °C.
Palabras Claves: Leche de vaca; Ultrasonido; Propiedades funcionales,

Pasterizacion de baja temperatura, Aerobios mesafilos viables, Coliformes.
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ABSTRACT

The present investigation had as objectives to study in fresh cow's milk the
effects of the application of high power ultrasound treatments (UAP, 24 kHz,
20 °C, 0 — 0.5 kJ/mL) individually and as a pretreatment to low heat
treatments. temperature (UAP+TT, 40 — 60 °C); finally, of the best treatment,
study its stability as UAP+TT pasteurized milk in refrigeration at 5 °C; using
UAP milk and pasteurized milk at 65 °C for 30 min as control samples. The
application of UAP of 0.5 kJ/mL at 20 °C reduced the population of viable
mesophilic aerobic (AMV) and total coliforms (TC) by 1.4 and 1.7 log cfu/mL
respectively, this UAP process modified the titratable acidity, color, syneresis
of solids and whey turbidity, but without affecting the pH, viscosity or sensitivity
to rennet compared to raw milk. When evaluating the effects of UAP+TT
processes, it was observed that microbial inactivation began at 55.21 °C for
AMV and at 49.2 °C for CT; the UAP+TT treatments at 60 °C reached the
microbiological quality required as pasteurized milk. The UAP+TT processes
did not affect the titratable acidity, pH, syneresis or viscosity compared to raw
milk; On the other hand, the UAP+TT processes increased the color
difference, and reduced whey turbidity and rennet sensitivity compared to raw
milk. The study of the stability in refrigeration at 5 °C for 12 days showed that
in the UAP+TT milks the AMV remained stable for 9 days, subsequently
declining; while the CT population was reduced from the first day at 5 °C,
maintaining the microbiological quality of pasteurized milk during storage. All
the characteristics of UAP+TT pasteurized milk refrigerated at 5 °C were
modified; reductions in pH, color difference, and viscosity were observed; and
increases in acidity, syneresis, turbidity and rennet sensitivity. In conclusion, it
was shown that it is possible to obtain pasteurized milk with good properties
by applying ultrasonic pretreatments of 0.5 kJ/mL at 20 °C, followed by a heat
treatment of 60 °C for 10 minutes, which will retain its microbiological quality

for 12 days in storage at 5°C.

Keywords: Cow's milk; Ultrasound; Functional properties, Low temperature

pasteurization, Viable mesophilic aerobes, Coliforms.
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INTRODUCCION

La leche es un alimento nutritivo y perecible, debido a su alto contenido
de agua, a su contenido de proteinas de alto valor biologico y carbohidratos
(D’Incecco et al., 2021). El tratamiento térmico suele ser el método mas usado
para preservar la calidad y seguridad de la leche, debiéndose usar
temperaturas bajas en su pasterizacion para minimizar las pérdidas de calidad
(Wang et al., 2021); pero debido a esta limitacion en la temperatura hace que
la inactivacién de bacterias y de enzimas termo resistentes sea limitada

reduciendo la vida util de la leche (Yu et al., 2022).

El uso de tecnologias no térmicas como los ultrasonidos de alta
potencia se han estado investigando como reemplazo de tecnologias térmicas
en leche y otros productos (Jiménez-Sanchez et al.,, 2017) sin resultados
plenamente definidos, satisfactorios o en algunos casos contradictorios (Lim
et al., 2019). Debido a esto, existe la necesidad de abordar la aplicacién de
ultrasonidos desde un enfoque nuevo, en el que los ultrasonidos sean parte
de una tecnologia de barreras donde se aproveche sus ventajas (eficiencia
energética, ecolégicamente amigable, no necesidad de calor para lograr los
efectos) (Juraga et al., 2021) y se minimice sus desventajas (produccién de
compuestos volatiles que generan sabores y olores extrafios, produccion de
radicales libres que aceleran reacciones redox alternado la leche) (Marchesini
et al., 2015).

Por lo tanto, la busqueda de esta conjuncion de tecnologias térmicas y no
térmicas es la motivacién y lo que guia el presente trabajo de investigacion.
En primera instancia se busco evaluar la aplicacion de ultrasonidos de alta
potencia (UAP) regulados a través del nivel de energia aplicada (kJ/mL) y sus
efectos microbiolégicos, fisicoquimicos y funcionales generados en la leche
fresca. En segunda instancia se evaluaron los efectos de la aplicacion de
ultrasonido seguido de tratamiento térmicos con temperaturas inferiores a las
utilizadas en forma industrial (UAP+TT) para estudiar sus impactos en leche y

finalmente evaluar su estabilidad en refrigeracion a 5 °C.
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CAPITULO |

PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento y fundamentacion del problema de investigacion

Las proteinas de la leche son reconocidas por su alta calidad nutricional.
Ademas, las proteinas lacteas intactas se han asociado a una amplia gama de
bioactividades in vitro, como propiedades saciantes, antimicrobianas,

antilipidémicas y anticancerigenas (Nongonierma y FitzGerald, 2015)

Entre estos componentes, las proteinas del suero de la leche son
especialmente importantes desde el punto de vista nutricional y proporcionan
una amplia gama de funciones biologicas, como la actividad antibacteriana e
inmunomoduladora, que contribuye al desarrollo del sistema inmunitario en los

neonatos (Minj y Anand, 2020).

La leche al ser un producto fresco (es decir, la leche cruda) tiene una vida
atil muy limitada y, por tanto, es propenso a deteriorarse. Hoy en dia, la leche
se consume en gran cantidad como leche liquida, un producto que, si no se
conserva adecuadamente se estropea rapidamente y puede acarrear graves
riesgos para la salud (Sakkas et al., 2014).

Por otro lado, los tratamientos térmicos se utilizan ampliamente con el fin
de inactivar microorganismos y alagar la vida util con resultados satisfactorios;
sin embargo, diversos estudios han mostrado que el tratamiento térmico podria
causar dafos por calor y modificaciones quimicas en las proteinas sensibles al
calor (Liu et al., 2020). Estas modificaciones inducidas por el procesamiento
pueden dafar la biodisponibilidad y funcionalidad de las proteinas de la leche
(van Lieshout et al., 2020). Asi mismo los tratamientos HTST aplicados en
leche cruda reducen los niveles de Vitamina A y D en forma significativa (de
31.33 a 1.01 Ul y 284.67 a 0.00 respetivamente) (Cappozzo et al., 2015). Un
claro ejemplo es que el suero de la leche es sensible a los procesos
industriales, como la homogeneizacion, la pasterizacion, la esterilizacion y el
secado (Zhang et al., 2016).
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En este contexto la aplicacion de tecnologias emergentes como la
aplicacion de campos eléctricos pulsantes, altas presiones hidrostéticas y/o
ultrasonidos de alta potencia es una alternativa al procesamiento térmico. La
aplicacion de tratamientos de ultrasonido de alta intensidad se presenta como
una tecnologia de conservaciéon suave en la leche, debido a su capacidad de
inactivar microorganismos patégenos y enzimas, y asi lograr aumentar su vida
atil (Cruz — Cansino et al., 2016). Ademas varios estudios han sefialado las
respuestas positivas de los paneles de degustacion con grupos de
consumidores que prefieren las texturas, el sabor y el aroma de las bebidas
tratadas con ultrasonidos por encima de las tratadas con medios
convencionales (Abid et al., 2015)(Erkaya et al., 2015).

Es por ello que desarrollar un proceso de estabilizacion basado en la
aplicacion de ultrasonidos de alta potencia podria aportar al consumidor un
alimento sensorialmente agradable, que aporte salubridad, practicidad, y un
producto fiable que presente un proceso de fabricacion respetuoso con el

medio ambiente.

1.2 Antecedentes de la investigacién

Los estudios de Zhou et al., (2021) desarrollaron y evaluaron un sistema de
termosonicacion por radiacion (TS) de 360 grados para la inactivacion de
Staphylococcus aureus en la leche, cuya cinética de inactivacion de se ajusté
mejor con el modelo de Weibull en comparacion con los modelos bifasicos y
lineales, encontrando que el tiempo de tratamiento, la temperatura de
exposicién y la potencia de ultrasonido afectan la eficacia bactericida del
sistema. Por ejemplo, en el sistema de TS de 200 W y 63 °C durante 7.5 min
fue exitoso para lograr la inactivacion microbiana por debajo del valor limite de
deteccién en la leche cruda. Este tratamiento mejoré el potencial zeta y

disminuy06 el tamafio de particula promedio de la leche.

Los ensayos de Deshpande y Walsh (2020) demostraron que la
termosonicacion reduce el recuento de bacterias de deterioro de los productos

lacteos. Los autores trataron a las células vegetativas y esporas de Geobacillus
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stearothermophilus, Anoxybacillus flavithermus y Bacillus subtilis (solo esporas)
con calor solo o termosonicacion en lotes de 0 a 120 s en caldo de soja triptico
y leche con un 2 % de grasa a 72 - 73 °C, encontrando que la reduccion
maxima en las células vegetativas por termosonicacion fue de 1 log después de

30 a 45 s y para las esporas fue de < 0.2 log después de 120 s.

En el estudio de Parreiras et al. (2020) evaluaron la aplicacion de la
termosonicacion para la inactivacion de microbios patdgenos, su efecto sobre
la actividad antioxidante y el nivel de retinol en la leche humana donada. Se
evalu6 el efecto de la termosonicacion sobre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella spp. en leche humana evaluando el tiempo y la
temperatura de la termosonicacion sobre estos microorganismos usando un
disefio central compuesto rotacional. Tanto en termosonicacion como en los
tratamientos térmicos sin ultrasonido, los recuentos microbianos permanecieron
estables a temperaturas mas bajas, halldndose las reducciones mas altas y
continuas en la termosonicacion a 53.7, 52.0 y 60.9 °C para S. aureus, E. coli y
Salmonella, respectivamente. La termosonicacion generé6 mayores reducciones
que los tratamientos térmicos a 60, 48 y 65 °C para S. aureus, E. coli y

Salmonella, respectivamente.

La investigacion de Kashaninejad y Razavi (2020) estudio los efectos de la
termosonicacion (TS), indicando que las variables que influyen sobre el tamafio
medio de los glébulos de grasa, estabilidad de la emulsion, viscosidad, dureza,
adhesividad, consistencia e indice de blancura de la leche crema de camello
son la potencia (30 —90 W a una frecuencia de 24 kHz), tiempo (1-6 min) y
temperatura (25-65 °C). Los resultados mostraron que, al aumentar la
potencia, el tiempo y la temperatura de la ultrasonicacion, disminuye el tamafio
promedio de los globulos de grasa. Al aumentar la potencia y el tiempo, la
estabilidad de la emulsibn aumenté mientras al aumentar la temperatura la
estabilidad disminuyd. La viscosidad dinAmica de las cremas aumento al
aumentar el tiempo y la temperatura de ultrasonicacion. Los autores reportaron
que las condiciones optimas de TS para un menor tamafio de globulo de grasa,
adhesividad y la mayor estabilidad, dureza, consistencia y viscosidad de la
emulsién fueron 81 W, 5.9 min (densidad de energia de 285 kJ/L) y 41 °C.
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Los ensayos de Ragab et al. (2019) evaluaron la termosonicacion de leche
cruda de cabra (RGM) usando pasterizacion (72 °C por 15 s) (PGM) y
tratamientos de ultrasonido (20 kHz a 150 W, 200 W, 300 W y 400 W durante
10 minutos) y su impacto en la carga microbiana, contenido de proteinas,
agregacion de proteinas, tamafio de particula de las micelas de grasa y
caseina, pH, viscosidad, turbidez, color y los contenidos de calcio y fésforo
solubles, mientras que RGM y PGM sirvieron como control. Los autores en sus
resultados mostraron que, a 400 W la termosonicacion produjo una reduccion
significativa (p<0.05) en la carga microbiana a menos de 2.3 log ufc/mL
comparada con las de RGM y leche de cabra pasterizada (PGM) a 5.94 log
ufc/mL y 4.76 log ufc/mL respectivamente. En RGM, el tamafio de la grasa (3.5
pum) disminuyé a 0.4 pm a 300 W; las micelas de caseina también
disminuyeron de 406 a 256.4 nm a 400 W. Sin embargo, no se observé un
efecto significativo en el color y los contenidos de calcio y fésforo solubles de

todas las muestras.

El estudio de Li et al. (2019) evalué6 el efecto de diferentes secuencias de
procesamiento de ultrasonido y calor en inactivacion de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli en leche; los cambios en el contenido de proteina de suero,
tamafio de particula, potencial zeta, pH, viscosidad y valores de color. Como
resultados obtuvieron que el tratamiento con ultrasonido (600 W, 5 min) con
postcalentamiento (63 °C, 5 min) redujo S. aureus y E. coli en 1.58 y 2.02 log
ufc/ml, respectivamente, y produjo 0.26 y 0.19 log ufc/mL de S. aureus y E. coli
con dafio subletal, mientras que en la leche precalentada a (63 °C,5 min) y
sonicada (600 W, 5 min) se logro reducciones logaritmicas de 1.17 y 1.68 para
S. aureus y E. coli, respectivamente, y las células dafiadas subletalmente de S.
aureus y E. coli se redujeron a 0.16 y 0.09 log ufc/mL. Sin embargo, la
cavitacion en simultaneo con tratamiento térmico (600 W, 63 °C, 5 min) fue mas
eficaz para eliminar S. aureus y E. coli, generando reducciones logaritmicas de
1.67 y 2.16, respectivamente, logrando un tamafo de particula mas pequefio y
un color mas blanco; aunque, este proceso deterioré ligeramente la proteina

del suero y los indices de estabilidad de la leche.
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1.3 Formulacion del problema de investigacion
1.3.1 Problema General

¢Es posible estabilizar leche de vaca en refrigeracion aplicando

ultrasonidos de alta potencia en combinacion con pasterizacion térmica?
1.3.2 Problemas Especificos

Para brindar solucién al problema general, se deben verificar los

siguientes problemas especificos:

A. ¢Cual es el efecto de la aplicacién de ultrasonidos con diferentes
niveles de energia y en dos formas de aplicacién (continua y en forma pulsada)
sobre las caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas y/o funcionales de la

leche?

B. ¢Cual es el efecto del pretratamiento con ultrasonido seguido de
pasterizacion térmica sobre las caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas

y/o funcionales de la leche?

C. ¢Como sera la estabilidad en refrigeracion de leche pasterizada

con pre tratamiento de ultrasonidos de alta potencia?

1.4 Delimitaciéon del estudio

El estudio estuvo circunscrito a los efectos de ultrasonidos de alta potencia
sobre leche de vaca (Bos taurus) fresca cruda. Los ultrasonidos fueron
aplicados con un equipo sonicador de sonda recta en forma continua o pulsada

con control de temperatura.

El estudio estuvo centrado en primera instancia en la evaluaciéon de los
efectos microbioldgicos de los ultrasonidos y las consecuencias de la aplicaciéon
de los ultrasonidos sobre las propiedades fisico-quimicas y funcionales de la
leche. En segunda instancia en los mismos efectos sobre leche pre sonicada
sometida a tratamientos térmicos de baja temperatura y en tercera instancia en
la estabilidad en almacenamiento refrigerado a 5 °C de las caracteristicas
microbioldgicas, fisicoquimicas y funcionales de la leche pasterizada por

tratamiento ultrasonico seguido de tratamiento térmico.
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1.5 Justificacion e importancia de la investigacion

Desde el punto de vista nutricional, la leche es una fuente Unica de
nutrientes que contribuye al buen estado nutricional principalmente de la
poblacion infantil. Por lo que, este producto puede contribuir a mejorar los

problemas de malnutricion.

Segun Alvarez Ortega (2019) la poblacion que presenta desnutricion
cronica esta expuestos a la inseguridad alimentaria, expresada como una
limitada disponibilidad de alimentos complementarios a la leche materna en un
36.3% de los casos. Una posible intervencién para cubrir esta deficiencia es la

leche de ganado que se asemeja a la leche materna (Garas et al., 2016).

Asi, asegurar la inocuidad de la leche y aumentar la vida util con la minima
alteracién de sus propiedades nutricionales es crucial. Para ello, se requiere
mejorar la estabilidad de la leche fresca aportdndole una mayor vida Gtil sin
pérdida de su valor nutritivo o biolégico. Asi, se podria aumentar la
disponibilidad de leche sana y segura, y ayudar a reducir el nivel de

desnutricion en el Pera (Flores Bendezu et al., 2015).

Desde el punto de vista de proceso y producto, se necesita disponer una
alternativa tecnoldgica de procesamiento de leche fresca, que asegure la
inocuidad de la leche fresca y sin afectar su calidad nutricional. En esta
bdsqueda, los ultrasonidos de alta potencia (UAP) han mostrado ser la
alternativa para conservar alimentos liquidos; pero es necesario aclarar los
efectos colaterales surgidos de la aplicacién de UAP, como los mencionados
anteriormente por Scudino et al. (2020), y Ansari et al., (2017); por ello es
necesario comprobar que el procesamiento UAP y su efecto combinado con

procesos térmicos moderados seran adecuados para estabilizar leche fresca.

La necesidad de estas precisiones en el tratamiento de leche con
ultrasonidos de alta potencia (UAP) se funda también en la existencia de
ambigiedades en los resultados de estudios previos respecto a los efectos
microbiolégicos, quimicos o fisicos en leche. La razon de estos resultados

contradictorios es que probablemente no se controlaron adecuadamente las
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condiciones de proceso, lo que no permite realizar comparaciones o tomar
conclusiones genéricas. Por ello, en la presente investigacion se tendra el

mejor control posible de las condiciones térmicas del procesamiento UAP.

Por otro lado, a la fecha de publicacion de esta investigacion no se ha
demostrado la estabilizacion de leche fresca con la sola aplicacion de
tratamientos UAP; por lo que esta investigacion complementara la
estabilizacion de la leche con tratamientos térmico de baja temperatura (<65
°C) y con el uso de refrigeracion para aumentar la vida util de la leche fresca

sonicada.

1.6 Objetivos de la investigacion
1.6.1 Objetivo General

Evaluar la estabilizaciébn microbiana, fisicoquimica y funcional de
leche de vaca en almacenamiento refrigerado mediante la aplicacion de
ultrasonidos solos y como pretratamientos de tratamientos térmicos a

temperaturas moderadas.
1.6.2 Objetivos Especificos

OEZ1: Determinar y analizar el efecto de la aplicacion de ultrasonidos a
24 kHz sobre las caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y/o funcionales

de la leche.

OEZ2: Determinar y analizar el efecto de la pasterizacion térmica de
baja temperatura (menores a 65°C) en leche pre tratada con ultrasonidos sobre

las caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas y/o funcionales de la leche.

OE3: Evaluar la estabilidad en almacenamiento refrigerado (5°C) de
leche pasterizada con el mejor tratamiento de baja temperatura y pre
tratamiento de ultrasonidos de alta potencia.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Fundamentos tedricos de la investigacion
2.1.1. Leche

La leche es el liquido, excretado por las glandulas mamarias tanto de
humanos (mujeres) como de mamiferos, que esta sirviendo al recién nacido
como alimento. Dentro del contexto de la tecnologia lactea, se puede decir que
la leche es el producto obtenido por ordefio simple o multiple de mamiferos que
se mantienen con el propésito de producir leche. En la mayoria de los casos,
este término se utiliza para la leche de vaca, que se produce como materia
prima en las instituciones agricolas y se trata en las lecherias. La leche de
otros tipos de animales destinados a la produccién de leche esta etiquetada
especificamente (leche de cabra, leche de oveja, leche de buifala y otras), y los
requisitos de calidad son similares a los de la leche de vaca. Aparte de la leche
propiamente dicha, una variedad de productos a base de leche es importante
para la alimentacién de humanos y animales. Los productos lacteos se pueden
dividir en productos lacteos y productos lacteos recombinados (Garas et al.,
2016).

Los productos lacteos estdn hechos completamente de leche. En ciertos
casos, se pueden usar aditivos durante la fabricacion, pero no pueden
reemplazar los componentes de la leche ni parcial ni completamente. Los
productos lacteos recombinados son productos en los que la leche o sus
componentes constituyen una parte importante. Los componentes de la leche

no se pueden reemplazar por aditivos (Spreer, 2017).
2.1.2 Deterioro de Leche

La leche es un medio muy complejo y contiene hidratos de carbono en
forma de azucar de leche (lactosa), grasa de leche, citrato, nitrégeno en forma
de proteina de leche (caseina) y compuestos nitrogenados no proteicos, y
sales minerales. Estos componentes hacen de la leche un alimento perfecto.

Desafortunadamente, debido a su composicién, la leche también es un medio
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ideal para el crecimiento de microorganismos que pueden contaminar y

estropear este producto (Poghossian et al., 2019).

La contaminacion bacteriana de la leche cruda de vaca depende de
numerosos factores: la salud e higiene de las vacas, la higiene de los establos,
la preparacion de las ubres antes del ordefio y las practicas de ordefio, la
limpieza y desinfeccion de las maquinas de ordefio y los tanques de leche
cruda, la duracién del enfriamiento y almacenamiento de la leche, y la higiene
del personal. Las fuentes de contaminacibn mas comunes con mohos y
levaduras son el aire, las superficies, el equipo, el personal, las materias primas

y los ingredientes (Odeyemi et al., 2020).

El deterioro de la leche es un parametro complejo indefinido y dificil de
medir con precision. Actualmente, los consumidores determinan el deterioro de
la leche al verificar las fechas de "vender antes de" y "mejor si se usa antes de"
en los envases de leche. Estos datos son estimaciones simples de la vida util
de la leche y, a menudo, son inexactos debido a las condiciones variables de
procesamiento, envio y almacenamiento de la leche. Para evitar las
consecuencias legales y econémicas de que los consumidores se enfermen por
beber leche en mal estado, los productores de leche suelen utilizar fechas de
caducidad demasiado conservadoras. Los minoristas y los consumidores
desechan miles de millones de libras de leche intacta cada afio mientras

confian en fechas de caducidad poco fiables (Lu et al., 2013).

La calidad del producto lacteo se determina generalmente mediante
analisis sensoriales, quimicos y microbiolégicos. La lista de indicadores
especificos utilizados en la industria lactea para predecir la vida Gtil esperada y
estimar las etapas de deterioro microbiano es amplia y diversa. Los ejemplos

son: (Poghossian et al., 2019)
* Recuento de células de microorganismos;
* Deteccién de microorganismos especificos (p. €j., patdgenos);
* Deteccion de contaminantes/residuos (antibidticos, micotoxinas, etc.);

» Composicion del producto (p. ej., contenido de lactosa, grasas y

proteinas);
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* Deteccion de gases;
 Control de pH, conductividad, temperatura, viscosidad, color, etc.

Dentro de las diversas vias de deterioro de leche fresca; el deterioro
microbiolégico es el mas rapido y notorio. Las bacterias que pueden crecer a
temperaturas inferiores a 7 °C se denominan psicrotréfas. La proporcion de
estos microorganismos varia desde el 10% en la leche producida en buenas
condiciones higiénicas hasta el 75% en la leche de mala calidad higiénica. Las
bacterias aisladas de la leche cruda enfriada pueden ser Gram-positivas
(Bacillus, Clostridium, Corynebacterium , Micrococcus, Streptococcus
Staphylococcus, Microbacterium, Lactococcus y Lactobacillus) y Gram-
negativas  (Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes, Achromobacter,
Acinetobacter, Flavobacterium, Chryseobacterium y Enterobacteriaceae)
(Odeyemi et al., 2020). El aumento de los recuentos de bacterias psicrotroficas
es la razon principal de la vida atil més corta de la leche pasterizada enfriada.
Las bacterias psicrotroficas responsables del deterioro de la leche pasterizada
enfriada podrian sobrevivir a la pasterizacion o volver a contaminar la leche

después de la pasterizacion (Alothman et al., 2017).

Las Pseudomonas spp. y Bacillus spp. son los miembros méas comunes de
la microflora de la leche cruda enfriada, las Pseudomonas dominan entre los
microorganismos de descomposicidn, ya que pueden crecer a bajas
temperaturas (Alothman et al., 2017); asi mismo microorganismos formadores
de esporas como el Bacillus spp. influyen sobre la calidad y seguridad de los
productos lacteos, forman parte del entorno normal de la microflora de las
materias primas y los ingredientes secos de los alimentos procesados; entre
ellos la leche cruda llegando a contener hasta 104 ufc/mL siendo fuentes
importantes de contaminacion de los productos lacteos (Odeyemi et al., 2020).

2.1.3. Ultrasonidos de Alta Potencia (UAP)

El ultrasonido (US) Se identifica como una onda de sonido con frecuencias
mas alla del alcance del oido humano. El ultrasonido tiene un rango de
frecuencia de 20 kHz a 10 MHz y se divide en dos tipos principales; ultrasonido

de baja frecuencia y alta potencia (UAP) con intensidades > 1 W/cm? vy
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ultrasonido de alta frecuencia y baja potencia con intensidades <1 W/cm?
(Wijayanti et al., 2014).

Las ondas de UAP se caracterizan por ser disruptivas y, por lo tanto,
inducen efectos considerables sobre las propiedades fisicas, bioquimicas y
mecénicas de los productos alimenticios en contraste con el ultrasonido de baja
potencia. En los UAP, su frecuencia varia de 20 a 100 kHz mientras que las
intensidades estan en el rango de 10 a 1000 W/cm?, se caracteriza por la
induccion de cavitacion acustica que se produce debido a la produccion, el
crecimiento posterior y el colapso repentino de burbujas mas grandes que
liberan una gran cantidad de energia (Bhargava et al., 2021).

Cuando las ondas de ultrasonido viajan a través de un medio liquido, la
interaccidn entre las ondas ultrasodnicas, el liquido y el gas disuelto conduce a
la "cavitacion acustica". Las burbujas de gas disuelto creceran debido a la
difusion rectificada y la coalescencia burbuja-burbuja. Una burbuja de gas
disuelto oscila bajo el impacto de ondas de ultrasonido y experimenta una
presion fluctuante. El gas disuelto y el vapor de disolvente (por lo general agua)
se difunden dentro y fuera de las burbujas oscilantes dependiendo de si se
trata de la fase de expansion o de compresion. Habra un crecimiento neto de
las burbujas si la extension del vapor de gas - disolvente que se difunde en las
burbujas durante la etapa de expansion es mayor que la extensiéon del vapor de
gas / disolvente que se difunde fuera de la burbuja durante la etapa de
compresion (Chouliara et al., 2010).

Sin embargo, cuando las burbujas alcanzan el rango de tamafio de
resonancia que depende de la frecuencia ultrasonica, creceran hasta un
tamafio maximo y colapsaran violentamente (implosion acustica de las

burbujas) liberando una gran cantidad de energia (Bhargava et al., 2021).

La implosion acustica genera en puntos focalizados (microscopicos) altas
temperaturas de hasta 10,000 °K y alta presion (Ashokkumar, 2011). Ademas,
durante la cavitacion acustica, se generan radicales altamente reactivos junto
con efectos fisicos intensos como ondas de choque, micro chorros, fuerzas de
cizallamiento y turbulencia. Los eventos de cavitacién transitoria son menos

frecuentes en el rango de frecuencia intermedia de ~200 a 500 kHz. En
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contraste, los fuertes efectos fisicos resultan principalmente de la cavitacion
transitoria en el rango de frecuencia mas bajo de ~20-100 kHz (Chandrapala et
al., 2014).

Por lo tanto, los UAP modifican las propiedades de los alimentos,
incluyendo cambios fisicoquimicos, inactivacion de microorganismos y enzimas

a través del proceso de cavitacion (Natarajan y Ponnusamy, 2020).

Las UAP tienen una amplia aplicacion en emulsificacion, desespumacion,
regulacion de microestructuras y modificacion de atributos texturales de
productos grasos, sonocristalizacion y propiedades funcionales de proteinas
alimentarias. También tiene aplicaciones significativas en numerosas
operaciones unitarias de congelacion, secado, ablandamiento, concentracion,

descongelaciéon (Bhargava et al., 2021).
2.1.4. Efecto de los UAP en la Leche
2.1.4.1. Efecto de los UAP sobre los Microorganismos

El ultrasonido es un método alternativo prometedor para la
conservacion de alimentos y también se considera una tecnologia ecoldgica.
Su aplicacién, combinada con otras tecnologias, es capaz de mejorar la
descontaminacién de la matriz alimentaria. Este proceso ocurre por los efectos
de las expansiones y compresiones generadas por la propagacion de las ondas
sonoras en el mecanismo de cavitacion en medio circundante y en el espacio

intracelular (Alves de Aguiar Bernardo et al., 2021).

La generacibn de cavitacion intracelular provoca la

inactivacion por: (Alves de Aguiar Bernardo et al., 2021)

(i) accibn mecanica en la que la membrana -celular
microbiana se rompe debido a la accion de micro-chorros, alterando la
permeabilidad celular.

(i) inactivacion térmica promovida por la generacién de
puntos calientes, que conducen a la pirélisis del solvente en especies activas.

(i) reaccion quimica debida a la produccion de radicales
libres ya la alteracion de la actividad de los canales idnicos.
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Ademas, los radicales OH* se recombinan y forman peréxido
de hidrogeno, que tiene un efecto antimicrobiano por diferentes mecanismos,
ademas del adelgazamiento de la membrana celular y el dafio del ADN. De
esta forma, estos efectos de inactivacion ultrasénica pueden incrementarse
cuando se combinan a temperaturas idealmente moderadas (termosonicacion)

en leche cruda y leche procesada (Alves de Aguiar Bernardo et al., 2021).

Debido a la limitada inactivacion microbiana con la aplicacién
de ultrasonido de alta intensidad y temperatura subletal, se han realizado
muchas investigaciones usando ultrasonido y temperatura suave juntos
(termosonicacion). Para comprender mejor por qué se usa la temperatura junto
con la sonicacion, es importante aclarar y separar los efectos térmicos sobre el
dafo celular (Ahmad et al., 2019).

En el momento de escribir este proyecto, todavia existen
varias teorias sobre los posibles efectos del calor en la muerte celular. La
mayor parte de la investigacion apunta a un efecto del calor sobre algunos
sitios objetivo de la célula que generan la resistencia térmica en algunos
microorganismos. Estos sitios son ARN, ribosomas, &cidos nucleicos, enzimas
y proteinas. El tratamiento térmico actla directamente sobre la membrana
celular, debilitando esta importante barrera a las condiciones ambientales
(Marchesini et al., 2015).

Ademas, hay una pérdida de iones y nutrientes vitales para
la célula. Un estudio realizado con Listeria innocua inoculada en leche y tratada
bajo pasterizacion convencional (63 °C durante 30 min) mostré algunas
imagenes de células tratadas térmicamente. Se utiliz6 microscopia electrénica
para estudiar los efectos del calor en las células. Las imagenes mostraron un
adelgazamiento de la pared celular después del proceso, haciendo que las
células parezcan "transparentes" en comparacion con las células no tratadas.
Este posible adelgazamiento de la pared celular se atribuy6 a la coagulacion de
proteinas en la membrana debido a la alta temperatura (Bermudez-Aguirre,
2017).

2.1.4.2. Aerbbios Mesofilos Viables (AMV)
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Son microorganismos capaces de crecer entre 20 y 45 °C
con una optima de 30 a 40 °C y se determinan para poder estimar la flora total
de la leche sin especificar el tipo de microbio presente. Se utiliza para estimar
la calidad sanitaria del producto analizado; la cual debe estimarse con cuidado;
ya que, un recuento bajo en aerobios mesofilos viables no asegura la ausencia
de patdgenos o la ausencia de toxinas; de la misma manera un recuento alto

no significa la presencia de patégenos (ANMAT, 2014).

Segun la Legislacion Peruana (Resolucion Ministerial 591-
2008/MINSA, 2008) su presencia en leche pasterizada lista para consumo
humano esta asociada con la vida util y a la alteracién del producto, su niamero

maximo es de 5 x10* ufc/mL de leche pasterizada.

La investigacion de Balthazar et al. (2019) aplic6 UAP en
muestras de 40 mL de leche descremada de oveja con una frecuencia de 20
kHz, una potencia de 78 y 104 W por 4, 6 y 8 minutos en pulsos de 4
segundos, iniciando el proceso a 4 °C y manteniendo su temperatura a la
temperatura ambiente (22 +/- 2 °C). Ellos determinaron que la reduccion
poblacional de AMV era directamente proporcional a la energia de UAP
aplicada, asi a 936 J/mL reportaron reducciones de 3.85 log ufc/mL.

2.1.4.3. Coliformes Totales (CT)

Los coliformes totales son bacterias Gram negativas y no
formadoras de esporas que fermentan la lactosa con produccién de acido y gas
a 35 °C en 48 h. Las bacterias coliformes pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, incluidos los géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella
y Citrobacter. Los coliformes fecales son un subconjunto de bacterias
coliformes totales que pueden crecer a temperaturas mas altas de 44.5 a 45.5
°C y también fermentar lactosa, o que da como resultado la produccion de
acido y gas en 48 h. La E. coli, K. pneumoniae, C. freundii y algunas
Enterobacter spp. se consideran coliformes fecales. Tanto E. coli como los
Coliformes totales se utilizan a menudo como microorganismos indicadores,
por lo que su presencia en los alimentos implica malas practicas higiénicas y

sanitarias (Wanjala et al., 2018).
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Segun la Legislacion Peruana (Resolucion Ministerial 591-
2008/MINSA, 2008) su presencia en leche pasterizada lista para consumo
humano indica fallas en el tratamiento térmico, fallas en el empaque o altas
cargas en materia prima, su numero maximo es de 10 ufc/mL de leche

pasterizada.

La investigacion de Balthazar et al. (2019) aplic6 UAP en
muestras de 40 mL de leche descremada de oveja con una frecuencia de 20
kHz, una potencia de 78 y 104 W por 4, 6 y 8 minutos en pulsos de 4
segundos, iniciando el proceso a 4 °C y manteniendo su temperatura a la
temperatura ambiente (22 +/- 2 °C). Ellos determinaron que la reduccion
poblacional de CT era directamente proporcional a la energia de UAP aplicada,

asi a 936 J/mL reportaron reducciones de 4.60 +/- 0.05 log ufc/mL.
2.1.5. Efecto de los UAP sobre las Propiedades Fisico - Quimicas
2.1.5.1. Caseina.

El efecto del ultrasonido sobre las caseinas ha mostrado
cambios estructurales en el tamafio, la estabilidad fisica y la capacidad de
encapsulacién (Carrillo-Lopez et al., 2021). La aplicacién de ultrasonido a la
leche a diferentes pH alteré el ensamblaje de la micela de caseina en la leche,
con mayores efectos a pH 8.0 y frecuencia de 20 kHz. La leche sonicada a 20
kHz causé una mayor alteraciéon de las micelas de caseina provocando la
liberacion de proteina desde la fase micelar a la fase sérica que cuando se
sonic6 a 400 y 1600 kHz (Liu et al., 2014).

El uso de pH alcalino y ultrasonicacion en la leche fresca se
ha utilizado ampliamente para crear nanocapsulas de micelas de caseina
natural con una alta eficiencia de nanoencapsulacion. Este mantiene su
estructura natural y caracteristicas morfolégicas debido a las repulsiones
electrostaticas que facilitan las areas hidrofébicas interiores (Carrillo-Lopez et
al., 2021).

Las micelas de caseina se consideran relativamente
estables, pero la composicion y el tamafio pueden cambiar durante el

procesamiento ya que las altas temperaturas locales y las fuerzas de

32



cizallamiento creadas por la cavitacion podrian alterar fisicamente las micelas
de caseina. Los informes sobre el tratamiento con UAP son inconsistentes; se
ha informado que el tratamiento con UAP no afecta el tamafio de la micela de
caseina, mientras que otros estudios informan una reduccién en el tamafio de
la micela de caseina, excepto para el tratamiento prolongado con UAP a una
temperatura > 60 °C, donde se produce la agregacion de las micelas de

caseina (Gregersen et al., 2020).
2.1.5.2. Proteinas del Suero

El efecto de los ultrasonidos sobre las proteinas de suero
(WP) genera una alteracion significativa en los atributos funcionales,
reologicos, estructurales, térmicos y morfoldgicos. Los resultados mostraron la
formacion de particulas de tamafio mas pequefio debido a la ultrasonicacion
que resultd en una mayor solubilidad y estabilidad térmica de WP. La
caracterizacion estructural utilizando SDS-PAGE y FTIR de WP también validé
el impacto positivo de la modificacion en WP que muestra una alteracion
significativa en la estructura molecular y secundaria de WP modificado. El
estudio reveld que la ultrasonicacién altera significativamente la morfologia, el

tamafio, la formay la textura de WP (Khatkar et al., 2018).

El WP modificado tenia una estructura mas ligera, mas
pequefia y regular en comparacion con la estructura densa, mas grande e
irregular del WP sin procesar. Los resultados de este estudio indican que los
ultrasonidos es una técnica que puede ser usada para superar los problemas

asociados con la termoestabilidad y solubilidad del WP (Khatkar et al., 2018).
2.1.5.3. Grasa Anhidra de Leche (AMF)

Las condiciones de procesamiento, como la temperatura de
cristalizacion y los niveles de potencia acustica, son muy importantes para los
efectos sobre las propiedades fisicas obtenidas por el tratamiento con UAP. Se
ha observado proporcionalidad entre la nucleacién y la potencia acustica
aplicada, donde un aumento en el Ultimo parece estar asociado con un mayor
namero de burbujas de cavitacion. En manteca de cacao y sistemas de lipidos

puros, se ha demostrado que UAP permite el control del polimorfismo de los
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cristales formados al alterar las condiciones bajo las cuales se aplica UAP
(Frydenberg et al., 2013).

Se muestra que UAP afecta la cristalizacion, un proceso
denominado sonocristalizacion. Esto se muestra para varios sistemas, incluidos
los sistemas de sacarosa, lactosa y lipidos. Se informan algunos efectos
comunes en estos sistemas, como la reduccion del tiempo de induccion para la
cristalizacion y tamanfos de cristales mas pequefios y uniformes, que muestran
que UAP aumenta la dureza de AMF como resultado de una microestructura
alterada. Cuando se aplica UAP a un nivel bajo de sobreenfriamiento, es decir,
30 °C, la nucleacion aun no ha comenzado y UAP tiene un mayor impacto en la
nucleacion primaria donde quizas se formen mas enlaces, creando una red
mas flexible que consta de muchos cristales pequefios (Carrillo-Lopez et al.,
2021).

Durante su estudio Frydenberg et al., (2013) observaron que
el tratamiento con UAP acelera todo el proceso de cristalizacion provocando un
cambio hacia temperaturas mas altas. Los factores con influencia son el tipo de
cristalizacion y el grado de sobreenfriamiento; asi mismo, demostraron que el
tratamiento con UAP afecta el desarrollo de la red de cristales de grasa a nivel
de nanoescala, a nivel microscépico y, en consecuencia, a nivel macroscopico.
Finalmente, se demostré que los efectos se pueden detectar poco después del
tratamiento con UAP y se mantienen o incluso evolucionan mas durante el

almacenamiento.
2.1.5.4. Enzimas en Leche

El efecto de los tratamientos con ultrasonidos de alta
potencia (UAP) sobre las enzimas alimentarias es variable dependiendo del
nivel de energia aplicada. Asi Rojas et al., (2016) indica que en algunos casos
la aplicacibn de ultrasonidos puede incrementar o decrecer la actividad
enzimatica; ya que las enzimas necesitan energia (¢) para pasar de un estado
a otro y cuando esta energia es agregada se produce un cambio
conformacional que altera la actividad de la enzima. Estos efectos dependen de
la conformacién original de la enzima y no es posible generalizar el efecto de

los ultrasonidos sobre las enzimas y su actividad (Higuera-Barraza et al., 2016).
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La aplicacion de ultrasonidos de alta energia modifican las
proteinas dependiendo de las condiciones del proceso de sonicacion tales
como frecuencia, amplitud, tiempo, temperatura, fuerza ionica, pH vy
concentracion, todo lo cual dependera de las caracteristicas intrinsecas de la

proteina (Higuera-Barraza et al., 2016).

En el caso de la leche fresca ultrasonicada, se determiné
que no hubo cambios en el perfil proteico ni de aminoacidos libres,
manteniendo la calidad del producto y su idoneidad para la elaboracién de

productos lacteos (Carrillo-Lopez et al., 2021).

Las condiciones de pasterizacion estan disefiadas para
destruir eficazmente los organismos Mycobacterium tuberculosis y Coxiella
burnetii; como la enzima fosfatasa alcalina se inactiva en rangos de
temperatura ligeramente superiores a estos microorganismos, se utiliza como
indicador para monitorear buenas condiciones de pasterizacion (Soares et al.,
2013).

2.1.5.5. pH

El pH en leche denota la concentracion de iones hidrogeno
producto de la presencia de diferentes compuestos (acidos, proteinas, sales,
etc.) (Fauziah et al., 2020). Cuando la leche se acidifica, el fosfato de calcio
coloidal se elimina de las micelas de caseina y aumentan los niveles de Ca
sérico. Por otro lado, a pH alcalino, los enlaces disulfuro intramoleculares que
ayudan a mantener la estructura secundaria de las proteinas del suero se

rompen mas facilmente (Law y Leaver, 2000).

La asociacibn Caseina - Seroproteinas puede ser;
inicialmente, a través de la interaccion hidrofébica, y luego por la formacion de
enlaces disulfuro con otras proteinas de suero o caseina. Varios estudios han
demostrado que los procesos de despliegue y agregaciébn son bastante
distintos y ocurren en diferentes grados dependiendo del pH del calentamiento,

la concentracion de proteina y la fuerza idnica (Law y Leaver, 2000).

Asi, al calentar la leche descremada a 80 °C durante 0.5-

20.0 min en un rango de pH de 5.2-8.8, el grado de desnaturalizacion; basado
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en la pérdida de solubilidad a pH 4.6, aumentd con el tiempo de calentamiento
y generalmente fue del orden inmunoglobulinas > albamina sérica/ lactoferrina
> [B-lactoglobulina > a-lactoalbumina. Las tasas de desnaturalizacion de las
inmunoglobulinas y la fraccién de albumina sérica/lactoferrina fueron mas altas
en el extremo inferior de este rango de pH, mientras que las de B-lactoglobulina
y a-lactoalbumina aumentaron en la mayor parte del rango de pH (Law y
Leaver, 2000).

Los estudios de Chandrapala et al., (2012) evaluaron la
aplicacion de UAP sobre leche fresca descremada, caseina micelar
reconstituida y caseina en polvo encontré una ligera disminucion temporal del
pH; pero esta disminucion no iba aparejada con un cambio en la concentracion
del contenido de Calcio soluble; por lo que se asume que la presencia de estos

compuestos &cidos no provienen de la modificacion estructural de la caseina.
2.1.5.6. Acidez Total Titulable

El valor de la acidez total titulable indica el monto de todas
las sustancias acidas presentes en la leche, tanto en su forma disociadas y no
disociadas (Fauziah et al., 2020).

La leche se utiliza principalmente para la produccién de
derivados acidificados (quesos, yogurt, kéfir, etc.) por ello la acidez no solo se
basa en sus componentes principales (grasa, proteina y lactosa), sino en su
aptitud para la elaboracion del queso se vuelve fundamental. Esto es ain mas
importante cuando la leche se transforma en quesos tipicos, a menudo
caracterizados por la coagulacién del cuajo y por una maduracién mas o menos

prolongada (Calamari et al., 2016).

La acidez es la propiedad de la leche que tiene la mayor
influencia en la aptitud de la leche para la coagulacion del cuajo. Dada la
estricta relacion entre el pH y la acidez titulable, esta Ultima caracteristica
también es un requisito importante en la valoracién de la calidad lactea-
tecnoldgica de la leche, por ello se controla de forma rutinaria incluso en las

pequefias fabricas de queso (Calamari et al., 2016).
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Sin embargo, la medida de acidez titulable es el resultado de
una titulacion y se obtiene agregando, a un volumen fijo de leche, una solucion
de hidréxido de sodio hasta que el indicador, fenolftaleina, cambie de incoloro a
rosa, a pH 8.4. Su evaluacion manual es simple y rapida (Calamari et al.,
2016).

La investigacion de Potoroko et al. (2018) al aplicar UAP (60,
90 y 120 WIL) en leche descremada reconstituida no encontro variaciones en la
acidez titulable en la leche. Sin embargo demostré que; la aplicacion de los
UAP (60 y 90 W/L) como pre tratamiento al proceso de obtencion de kéfir
gener6 productos fermentados con menores niveles de acidez total titulable

comparados al patrén no sonicado al termino del proceso de fermentacion.
2.1.5.7. Color

El color del producto es uno de los principales factores
considerados por los consumidores al tomar decisiones de compra, ya que a
menudo es un indicador de madurez, frescura, seguridad alimentaria y atractivo
en la industria alimentaria. Es bien sabido que el color de la leche influye en las
caracteristicas de color de los productos lacteos posteriores, ademas de estar
relacionado con el contenido de grasa de la leche. Las diferencias en el color
de la leche también pueden estar relacionadas con la presencia de anomalias
en la leche; por ejemplo, la mastitis atribuible a la infeccién por Streptococcus
esculina hace que la leche tenga un color mas rojizo/amarillento, mientras que
la mastitis por Streptococcus dysgalactiae también provoca un cambio en el
color de la leche (McDermott et al., 2016).

El color blanco de la leche es una funcion de la estructura
fisica de la leche; la dispersion tanto de las micelas de caseina como de los
glébulos de grasa en la leche es responsable de la difusion de la luz incidente y
esta relacionada con la luminosidad (L*). Las pigmentaciones naturales de los
carotenoides, las proteinas y la riboflavina también estan asociadas con el color
blanco de la leche, o en otras palabras, tiene un mayor valor de indice L*
(Cheng et al., 2018).
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El color amarillo (indice de amarillamiento; b*) de la leche
bovina esta estrechamente relacionado con el nivel de [(-caroteno y el
contenido de grasa; un mayor contenido de grasa y B-caroteno en la leche da
como resultado un aumento incremental del indice b* de la leche, por lo que la

leche tendrd un color mas amarillo (McDermott et al., 2016).

La alimentacion y la cria selectiva de vacas pueden usarse
para alterar el nivel de carotenoides y, por lo tanto, el color de los productos
lacteos. Las vacas alimentadas con ensilaje de pasto tienden a producir leche
con grasa mas amarilla y mayor contenido de (-caroteno que la leche

producida por vacas con una dieta de heno (McDermott et al., 2016).

La investigacion de Carrillo-Lopez et al., (2020) determino
que la blancura de la leche aumentaba significativamente a medida que
aumentaba la intensidad del tratamiento con UAP. Observaron cambios
significativos en los valores de L* y a*, lo que aumento la blancura de la leche.
Estos investigadores también encontraron valores negativos en a* (de —1.75 a
-1.5) y valores positivos en b* (5.6-5.7). Los valores positivos en b* indican
una tendencia hacia el amarillo. El tratamiento con UAP resulté en un valor b*
mas alto, presumiblemente debido a los carotenoides liberados durante la
descomposicion de los glébulos de grasa por los UAP, siendo estos pigmentos

los responsables del color amarillo en la leche.
2.1.6. Efecto de los UAP sobre las Propiedades Funcionales

Las propiedades o caracteristicas funcionales es la forma en la que
la leche responde a los aditivos y a los procesos a los que es sometida; estas
propiedades funcionales suelen ser la sumatoria de las respuestas funcionales
de cada uno de los componentes de la leche. Estos componentes mayoritarios

en la leche son las proteinas y la grasa (Auldist, 2022).
2.1.6.1. Solidos Solubles Totales

Los solidos solubles en leche fresca indica la cantidad de
compuestos disueltos en ella. Los solidos en leche estan compuestos de grasa,
proteina, lactosa, vitaminas, sales y otros componentes en solucién y que en

general son iguales o superiores a 12.5% (Gandhi et al., 2020).
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Hernadndez-Falcon et al.,, (2018) determinaron que la
aplicacion de ultrasonidos no afecta la concentracion de solidos totales en
leche en forma inmediatamente posterior al tratamiento; pero a partir de 7 dias
de almacenamiento a 8 °C se aprecia un incremento de los solidos totales en
leche; asi como un aumento en la gravedad especifica; ello sin un cambio

significativo en los s6lidos no grasos.
2.1.6.2. Sinéresis

El termino Sinéresis describe el fendmeno no deseado donde
se expulsa liquido en alimentos tales como leche y productos lacteos. La
sinéresis marca el limite superior de la capacidad de retencién de liquidos de
los alimentos. Ademas, la sinéresis determina la actividad de agua maxima
para la cual son vélidas las isotermas de sorcion de los alimentos (Mizrahi,
2010).

La sinéresis es un tema de gran preocupacion en la industria
lactea. Es una parte esencial del proceso de concentracion de sélidos en geles
inducidos por cuajo para la elaboracion de queso. Sin embargo, también es un
defecto importante en los productos basados en geles inducidos por acido. En
ambos casos, la materia prima es leche que contiene un sistema coloidal
estable de micelas de caseina, emulsion de grasas, proteinas solubles, azucar
y sales. Al ser el componente principal de la estructura del gel, la caseina debe
desestabilizarse para desencadenar la cadena de eventos que conducen a los
productos finales deseados (Mizrahi, 2010).

Zhao et al. (2014) determinaron que la leche de vaca y cabra al
ser pre tratadas con UAP para la obtenciébn de cuajada, presentaron una
relacion directamente proporcional entre la energia de UAP aplicados y la
sinéresis de ambas leches en estado fresco, observando que la cinética de la
sinéresis en funcion a la energia de los UAP aplicados tiene una constante de
velocidad de 0.2035 +/- 0.01 min! para leche de cabra y 0.1145 +/- 0.02 min!
para leche de vaca. La presencia de sinéresis estuvo asociada a cambios en la
homogeneidad, presencia de fenomenos de agregacion proteica Yy

concentraciéon de la muestra.
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2.1.6.3. Viscosidad

La viscosidad en leche fresca nos permite conocer su
comportamiento reoldgico ante esfuerzos de diverso tipo. En la leche no
tratada, las micelas de caseina muestran una distribucion de tamafio de
particula polidispersa con un didmetro hidrodindmico promedio de 0.05 a 0.50
um. El recubrimiento de k-caseina de las micelas de caseina nativa estabiliza
Su estructura por repulsién tanto estérica como electrostatica y, por lo tanto,
evita que se agreguen. Es indiscutible que los cambios en la estructura micelar

tienen un impacto en las propiedades viscoelasticas (Kieferle et al., 2019).

La viscosidad de la leche bovina se ha relacionado con la
presion, la temperatura, el pH, el contenido de grasa, el contenido de proteina,
la concentracion, la pasterizacion y la homogeneizacion. Se ha demostrado que
la leche cruda, tanto descremada como entera, es un fluido no newtoniano que
adelgaza por cizallamiento. La variabilidad del comportamiento de la leche fue
mayor a bajas presiones. Cuando la leche se pasa repetidamente a través del
tubo capilar a una presion constante, la viscosidad de la leche descremada
permanecid constante mientras que la viscosidad de la leche entera disminuy6
con los ciclos repetidos. La leche entera homogeneizada no mostr6 cambios
con analisis repetidos similares a la leche descremada. Se atribuyen la
disminucién de la viscosidad en la leche entera sin pasteurizar a la ruptura de
grumos de glébulos de grasa debido a los recorridos repetidos por un capilar
(Alatalo y Hassanipour, 2017).

Shanmugam et al. (2012) aplicaron UAP con una potencia de 20
y 41 W a muestras de leche pasterizada homogenizada a 22.5 +/- 2 °C por 15,
30, 45 y 60 minutos en recirculacion y encontraron diferencias no significativas

en la viscosidad de las muestras tratadas.
2.1.6.4. Turbidez

La historia térmica durante el procesamiento de leche, como el
precalentamiento de la leche, la pasterizacion y el secado por aspersion, da
como resultado cambios que pueden incluir la desnaturalizacion de las

proteinas del suero, la precipitacion del calcio y el fosfato solubles y la
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formacién de agregados inducidos por el calor, en tanto la fase dispersa como
la coloidal (Hanus et al., 2021).

El grado de desnaturalizacion de la proteina del suero afecta
las propiedades funcionales de los productos de leche en polvo obtenidos,
como la solubilidad, la emulsificacion, la retencién de agua, la formacion de

espuma y las propiedades gelificantes (Zhao et al., 2019).

En la industria lactea, el indice de nitrogeno de proteina de
suero (WPNI) es un método que se basa en el principio de la salificacion de la
proteina de suero soluble desnaturalizada seguida de la agregacién inducida
por &cido de las proteinas de suero solubles restantes; este segundo paso
provoca un aumento de la turbidez, seguidamente se evalla la turbidez de la
suspension final frente a una curva estandar y se relaciona con la cantidad de
proteina nativa residual, por gramo de polvo, corregido por su contenido de
humedad a una humedad de referencia de 3.16%. La leche descremada en
polvo se clasifica como SMP de calor bajo, medio o alto en valores de WPNI de
>6.0, 1.5 a 6.0 y <1.5 (mg/g de polvo), respectivamente. Se ha demostrado que
los valores obtenidos de WPN (distintos de WPNI, que es el indice en mg/g de
polvo) para la leche descremada se aproximan a las mediciones

cromatograficas (Zhao et al., 2019).

Shanmugam et al. (2012) aplicaron UAP con una potencia de
20 y 41 W a muestras de leche pasterizada homogenizada a 22.5 +/- 2 °C por
15, 30, 45 y 60 minutos en recirculacién y encontraron una disminucion
significativa en la turbidez de las muestras con tratamientos de UAP; ello
asociado a una desnaturalizacion marcada de las seroproteinas especialmente

de la a-Lactoalbumina y 3-Lactoglobulina.

2.1.6.5. Sensibilidad al cuajo

El proceso de elaboracion del queso se basa en la actividad
proteolitica del cuajo sobre las micelas de caseina. Varios factores como el pH,
la temperatura, la composicion de la leche y el historial de procesamiento

afectan esta reaccién critica. La coagulacién de la leche con cuajo se puede
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dividir en dos fases, que corresponden a la escision enzimatica de k-caseina y

la agregacion/gelificacion de micelas cuajadas (Britten y Giroux, 2022).

Los procesos aplicados a la leche fresca pueden alterar su
comportamiento durante el proceso de coagulacion. Calentar la leche para
queso es el enfoque mas simple para aumentar el rendimiento del queso a
través de una mejor recuperacion de las proteinas del suero. Sin embargo, las
propiedades de coagulacion del cuajo de la leche calentada y la calidad de los
quesos se ven afectadas negativamente. La formacidon de complejos de
proteina de suero/k-caseina en la superficie de las micelas de caseina o en la
fase sérica es el principal factor responsable de la inhibiciéon de la coagulacién.
El tratamiento térmico también provoca la transferencia de calcio y fosfato de la
fase soluble a la fase coloidal de la leche. Este cambio del equilibrio mineral
contribuye a las malas propiedades de coagulaciébn de la leche calentada
(Britten y Giroux, 2022).

Chavez-Martinez et al. (2020) encontraron que al aplicar
termosonicacion a leche (alrededor de 50 W) para la produccién de queso, esta
se hacia mas reactiva al cuajo, aparentemente asociado a reducciones en

tamafio de los glébulos de grasa y desnaturalizacion proteica.

2.2.Marco Conceptual

2.2.1. Acidez Titulable.- Es la cuantificacion de los &cidos y sustancias de
naturaleza acida que reaccionan con una solucién de hidréxido de sodio al 0.1

N en presencia de fenolftaleina con indicador hasta neutralidad (Lewis, 2022).

2.2.2. Aerobios Mesofilos Viables.- Son microorganismos que siendo
inoculados en agar Plate Count o Agar Nutritivo pueden crecer hasta formar
colonias visibles a 0jo vista en un plazo de 48 horas de incubacién a 35 °Cy en
condiciones de aerobiosis. Son microorganismos que pertenecen a diversas

especies de tipo Gram (+) y/o Gram (-) (Maturin y Peeler, 2021).

2.2.3. Coliformes.- Son microorganismos que siendo inoculados en agar
Rojo Violeta Bilis (VRBA) pueden crecer hasta formar colonias visibles a ojo

vista en un plazo de 48 horas de incubacién a 35 °C y en condiciones de
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aerobiosis. Son microorganismos Gram (-) pertenecientes a la familia de los
Enterobacillaceae; siendo mayormente Escherichia coli (Feng et al., 2021).

2.2.4. Color L*a*b*.- Es un espacio de color que define un color apartir de 3
parametros. El pardmetro L* define la luminosidad del color en un rango de 0
(color negro) a 100 (color blanco). El parametro a* define la intensidad del color
entre rojo o verde, los valores positivos de a* (0 -128) indican el componente
rojo del color; los valores negativos a* (0 - -128) indican el componente verde
del color. El parametro b* define la intensidad del color entre amarillo y azul, los
valores positivos de a* (0 -128) indican el componente amarillo del color; los
valores negativos a* (0 - -128) indican el componente azul del color
(Milovanovic et al., 2020).

2.2.5. Nivel de Energia.- Es la cantidad de energia ultrasénica absorbida
por cada mililitro de la leche, es expresada en Kilojulios; cuando el nivel de
energia se expresa por ml de leche (kJ/mL) puede denominarse Densidad
Energética, ambas a una temperatura constante (Scudino et al., 2020b). El
concepto de Nivel de Energia como origen de los cambios fisicos, quimicos,
microbiolégicos, funcionales, estructurales a nivel molecular, etc. que presenta
la leche sometida a tratamiento ultrasénico se basa en el concepto de Energia
de Activacion expresada por Arrhenius en su ecuacion, ya que toda reaccion
requiere de energia (térmica, fisica, sbnica, etc.) para su activacion (Ji et al.,
2022).

2.2.6. Propiedades Funcionales.- Para el caso de nuestro estudio las
propiedades funcionales se refieren a la forma en la que la leche responde a
los procesos a los que es sometida, también conocidas como propiedades
tecno-funcionales. Estas propiedades suelen ser la sumatoria de las respuestas
funcionales de cada uno de los componentes de la leche; siendo los mas
importantes las proteinas y la grasa. Algunas de ellas son el pH, la Sensibilidad

al Cuajo, Sinéresis, Turbidez, Viscosidad entre otras (Auldist, 2022).

2.2.7. pH.- Es el logaritmo inverso de la concentracion de iones hidrogenos
presentes en la leche medidos en forma potenciométrica. La concentracion de
los hidrogeniones es una funcion de los componentes presentes en la leche

tanto en su concentracién como en su estructura; por ejemplo los compuestos
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acidos y alcalinos orgénicos e inorganicos presentes en la leche definen el pH
de la leche; pero también otros compuestos como los residuos de los
aminoacidos expuestos de aminoacidos libres, polipéptidos y proteinas también

ayudan a la definicion del pH en leche (Romero et al., 2021).

2.2.8. Sensibilidad al Cuajo.- Es el tiempo necesario en segundos para que
una solucién de quimosina de 500 Unidades Internacionales por mililitro (500
Ul/mL) coagulen una muestra de leche a 35 °C. Siendo que la quimosina
coagula mas rapidamente la caseina en estado nativo, la sensibilidad al cuajo
puede ser correlacionada con la estructura de la caseina presente en la leche;
asi las leches crudas coagulan en menos tiempo que leches tratadas
(Amalfitano et al., 2019).

2.2.9. Sinéresis.- Es el porcentaje de solidos de leche que son separados
por centrifugacion a 1,790 g en leche enfriada a 5 °C. La sinéresis aporta una
idea del estado coloidal de suspension y del tamafio de particula de las micelas
de Caseina (Li et al., 2022).

2.2.10. Turbidez.- Es el porcentaje de solidos de leche sedimentados en 24
horas de refrigeracion después de la separacion de la caseina de la leche por
saturacion con Sulfato de Amonio vy filtracidn; y posterior a un calentamiento a
80 °C por 5 minutos. La Turbidez indica el estado de las Seroproteinas en la
leche; las Seroproteinas en estado nativo presentan altos porcentajes de
turbidez; por el contrario, porcentajes bajos de turbidez indican la presencia de
Seroproteinas desnaturalizadas (Qin et al., 2021).

2.2.11. Viscosidad.- Es la resistencia que presenta la leche a fluir, se mide
en Centipoises (cp) ya que la leche es un fluido newtoniano. La viscosidad de
la leche es afectada por la cantidad y da una idea del estado de la materia
grasa en estado globular y de las macromoléculas proteicas presentes en la
leche (O’Shea et al., 2019).
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Hipdtesis de la investigacion

La aplicacién de ultrasonido como pretratamiento al proceso térmico de
leche fresca permitira alcanzar y mantener en el producto procesado los
requerimientos microbiolégicos legales, ademas de mejorar la retencion de

caracteristicas fisico-quimicas y funcionales en almacenamiento refrigerado.

3.2. Variables e indicadores de la investigacion
3.2.1. Variables e indicadores en el Objetivo Especifico 01

Las variables ensayadas en este objetivo fueron el nivel de Energia (0
a 0.5 kJ/mL) y el modo de aplicacion (Pulsada o Continua) a una temperatura

constante de 20 °C.
Los indicadores para evaluar los efectos de las variables fueron:
A. Aerobios Mesofilos Viables (AMV) presentado en log ufc/mL.
B. Coliformes (CT) presentado en log ufc/mL.

pH presentado en forma adimensional

o 0O

Acidez total titulable presentado en % de acido lactico.

m

Color CIEL*a*b* presentado en su diferencia con el color de la
leche cruda (AE)

F. Sinéresis presentado en % de solidos por centrifugacion.
G. Viscosidad de leche presentada en centipoises (cp).

H. Turbidez presentado en % de volumen se sedimentos en

refrigeracion.

I. Sensibilidad al Cuajo presentado en tiempo (s) para coagulacion.
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3.2.2. Variables e indicadores en el Objetivo Especifico 02

La variable estudiada en este objetivo fue el tratamiento térmico a
temperaturas por debajo de la temperatura minima de pasterizacion de uso

industrial; asi las temperaturas ensayadas fueron de 40 °C a 60 °C.

La leche utilizada en los ensayos fue leche incubada a 25 °C por 8
horas y tratada con ultrasonidos a un nivel de 0.5 kJ/mL a 20 °C de acuerdo a

los resultados del objetivo especifico 01.

Los indicadores ensayados para evaluar los efectos de la variable

fueron:

A. Aerobios Mesofilos Viables (AMV) presentado en log ufc/mL.

w

Coliformes (CT) presentado en log ufc/mL.

pH presentado en forma adimensional

© 0O

Acidez total titulable presentado en % de &cido l4ctico.

m

Color CIEL*a*b* presentado en su diferencia con el color de la
leche cruda (AE)

F. Sinéresis presentado en % de solidos por centrifugacion.
G. Viscosidad de leche presentada en centipoises (cp).

H. Turbidez presentado en % de volumen se sedimentos en

refrigeracion.
I. Sensibilidad al cuajo presentado en tiempo (s) para coagulacion.
3.2.3. Variables e indicadores en el Objetivo Especifico 03

La variable estudiada en este objetivo fue el tiempo de
almacenamiento a 5 °C por 12 dias, para evaluar la estabilidad en

almacenamiento de leche ultrasonicada y pasterizada a baja temperatura.

La leche utilizada en los ensayos fue leche incubada a 25 °C por 8
horas, tratada con ultrasonidos a un nivel de 0.5 kJ/ml a 20 °C de acuerdo a los
resultados del objetivo especifico 01; y tratada térmicamente a 60 °C por 10

minutos de acuerdo a los resultados del objetivo especifico 02.
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Los indicadores ensayados para evaluar los efectos del

almacenamiento refrigerado a 5 °C fueron:

A. Aerobios Mesdfilos Viables (AMV) presentado en log ufc/mL.

w

Coliformes (CT) presentado en log ufc/mL.

pH presentado en forma adimensional

© 0O

Acidez total titulable presentada en % de acido lactico.

m

Color CIEL*a*b* presentado en su diferencia con el color de la
leche cruda (AE)

F. Sinéresis presentado en % de solidos por centrifugacion.
G. Viscosidad de leche presentada en centipoises (cp).

H. Turbidez presentada en % de volumen se sedimentos en

refrigeracion.

I. Sensibilidad al cuajo presentada en tiempo (s) para coagulacion.

3.3. Métodos de la Investigacion

Se empled el método experimental cuantitativo, en el que se aplicaron
variables sobre la unidad de estudio y se obtuvieron datos por medio de
ensayos planificados en laboratorio bajo condiciones controladas, los cuales
fueron procesados y analizados a través de métodos estadisticos. Los
resultados obtenidos fueron evidencias para deducir conclusiones en referencia
a la hipétesis planteada en cada ensayo. Ademas, se realiz6 la contrastacion
con los resultados y conclusiones de los trabajos cientificos de otros autores en

referencia al presente tema de investigacion.

3.4. Disefio de la Investigacion

La ejecucion experimental se presenta en el siguiente grafico:
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APLICACION DE LOS ULTRASONIDOS DE ALTA POTENCIA PARA PRESERVAR LAS PROPIEDADES FiSICO-
QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS Y FUNCIONALES DE LECHE DE VACA (Bos taurus)

Objetivo Especifico 1 Objetivo Especifico 2 Objetivo Especifico 3
Patron 65°C x 30 min Patron 65°C x 30 min Patron 65°C x 30 min
Tipo de {-\pllcauon Temperatura de Temperatura de
Ultrasonica en Pre o .
. Pasterizacion Almacenamiento 5°C
Tratamiento
Continua 40°C Tiempo Almacenamiento (dias)
Leche fresca  _J Pulsada (50/50) S 45°C — 5 0 L
50°C 2
Nivel de Energia Aplicada 55°C 4
0.0 ki/ml 60°C 6
0.1 kJ/ml 8
0.3 kd/ml 10
L 0.5 kJ/ml _ _ _J _ 12

Figura 01
Disefio Experimental de Investigacion

Los disefios experimentales que se aplicaron en cada objetivo especifico

son:

3.4.1. Disefio Experimental Objetivo Especifico 01.- Se empled un Disefio
Completamente Aleatorizado (DCA) con 2 modos de aplicacion de ultrasonidos
(continua y pulsada), 3 niveles de potencia a temperatura controlada de 20 +
1°C, una muestra control sin tratamiento (leche cruda) y una muestra control de

pasterizacion térmica a 65 °C por 30 minutos.

3.4.2. Disefio Experimental Objetivo Especifico 02.- Se emple6 un Disefio
Completamente Aleatorizado (DCA) con 5 niveles de temperatura de
tratamiento térmico en muestras de leche pre tratadas con 0.5 kJ/ml a 20°C.
Adicionalmente se conté con una muestra control sin tratamiento (leche cruda)

y una muestra control de pasterizacion térmica a 65 °C por 30 minutos.

3.4.3. Disefio Experimental Objetivo Especifico 03.- Se emple6 un Disefio
Completamente Aleatorizado (DCA) con muestras pretratadas con ultrasonidos
(0.5 kdJ/mL a 20 °C), muestras pre tratadas con ultrasonidos seguido de un
tratamiento térmico a 60 °C por 10 minutos; y una muestra control de
pasterizacion térmica a 65°C por 30 minutos. Evaluando su estabilidad por 12
dias de almacenamiento a 5 °C, tomando como referencia el tiempo 0 (leche

cruda).
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3.5. Poblacion y muestra

3.5.1. Poblacion.- La Poblacion experimental fue leche fresca producida y
acopiada en la cuenca lechera de Lambayeque entre los meses de Marzo y
Julio del 2,022.

3.5.2. Muestra.- La muestra experimental fue aproximadamente 30 L de
leche fresca proporcionada por la compafiia Lacteos Niquen EIRL de la ciudad

de Lambayeque.

3.5.3. Muestra Experimental.- Los ensayos se realizaron sobre muestras de

250 a 300 mL de leche fresca por ensayo.

3.6. Actividades del proceso investigativo
3.6.1. Objetivo Especifico 01.

3.6.1.1. Recepcion de Leche Fresca.- Las muestras de leche fueron
acopiadas del segundo ordefio de la cuenca lechera de la zona de
Lambayeque. Fueron recepcionadas en envases plasticos de primer uso,
lavados, secados, esterilizados con alcohol al 70%, secados al ambiente y
mantenidos cerrados. Una vez recepcionada la muestra en los envases, esta
fue transportada en una caja de tecnopor cerrada con gel de refrigeracion a 10
°C y colocadas en refrigeracion a 5 °C por no mas de 12 horas hasta su uso

experimental.

3.6.1.2. Pre Tratamiento con Ultrasonidos.- La muestra general de
leche fue porcionada a razén de 250 ml en frascos de vidrio con tapa plastica
de 350 ml pre esterilizados a 121 °C por 15 minutos; y en forma aleatoria
fueron sometidas a tratamientos de ultrasonidos en un sonicador modelo
PZ550LI (Fangxu, Shanghai, China) equipado con sonda de 6 mm de diametro
modelo T1-6AL-4V en acero al titanio, trabajando a 24 kHz, con un aporte de

25 watts de energia ultrasénica real y que trabaja con una amplitud de 100 pm.

Los tratamientos ensayados por duplicado fueron 0, 0.1, 0.3 y

0.5 kJ/mL dosificados en forma continua y en forma pulsada (50/50); los
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diferentes niveles de energia entregados se lograron con diferentes tiempos de
residencia en el sonicador, segun el Cuadro 01.

Las muestras de leche fueron vertidas en un reactor de vidrio
de borosilicato enchaquetado de 350 mL de capacidad, pre lavado y

esterilizado a 121 °C por 15 minutos y manejado asépticamente.
Cuadro 01:

Tiempo de Pre Tratamiento ultrasénico de leche (Objetivo Especifico 01)

Modo de Densidad Energética (kJ/mL)
Aplicacion de
Ultrasonidos 0.1 0.3 0.5
Continua 16 min40 s 50 min 83miny20s
Pulsada (50/50) 33miny 20s 100 min 166 miny 40 s

El reactor fue conectado a un sistema de enfriamiento que

consta de:

A. Bomba de recirculacién modelo SC-300 (Syscooling, Shanghai,
China) con un flujo de 300 I/h, presién 1.9 m de agua y capacidad de tanque de
150 ml.

B. Refrigerante usado.- Solucion de Etanol al 20%, pre enfriada a
0 °C.
C. Enfriador.- Placa Peltier TEC1-12706 acoplada a un disipador

de calor de 3 ventiladores y una placa de intercambio de calor de 9 mm de

ingreso y salida con una potencia de enfriamiento de 60 watts.

D. Controlador termostatico modelo XH-W3001 para trabajar a
220 voltios, con un sensor tipo termopar de punta metélica (sensibilidad +/- 0.1

°C) colocado en la muestra de leche.

E. Fuente de alimentacion del sistema (modelo S-120-12) de 10
Amperios; entrada 220 voltio y salida 12 voltios.
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La temperatura de los tratamientos ultrasonicos fue de 20 +/- 1
°C, la cual fue monitoreada en forma constante por un datalogger DTM-319
(Tecpel Inc, Taiwan) equipado con una Termocupla TECPEL modelo TPK-03S
calibrado de fabrica (SN TP16K2337), que fue colocada dentro de la leche
durante el proceso de sonicacion. Las temperaturas de la leche fueron

monitoreadas constantemente durante el pre tratamiento.

3.6.1.3. Post Tratamiento con Ultrasonidos.- Terminado el pre
tratamiento con ultrasonidos, las leches tratadas fueron muestreadas
asépticamente para los andlisis microbioldégicos con jeringas de primer uso
estériles de 20 mL, enfriadas en agua nieve a 0 °C y almacenadas a 5 °C para
su andlisis microbioldgico. El resto de la muestra fue vertida asépticamente en
frascos roscados esterilizados por 121 °C por 15 minutos, enfriados en agua

nieve a 0 °C y almacenados a 5 °C por no mas de 12 horas para su analisis.
3.6.2. Objetivo Especifico 02.

3.6.2.1. Recepcidon y Pre Tratamiento Ultrasénico de Leche Fresca.-
Las muestras de leche fueron acopiadas en la forma indicada en el acapite
3.4.1.1.; pero debido a la baja carga microbiana encontrada en las muestras de
leche, se incluyé una retencién de 8 horas a 25 °C para permitir la adaptacién
de la microbiota natural de la leche; posteriormente la muestra general fue
refrigerada a 5 °C por un periodo no mayor de 12 horas antes de ser pre
tratadas con ultrasonidos por duplicado como se indica en los item 4.4.1.1 y
4.4.1.2.. Las muestras fueron pretratadas con una densidad energética de 0.5
kJ/mL, con una frecuencia de 24 kHz y temperatura constante de 20 +/-1 °C, de

acuerdo a los resultados del Objetivo Especifico 01.

3.6.2.2. Tratamiento Térmico.- Las muestras pre tratadas con
ultrasonidos a 0.5 kJ/mL fueron tratadas térmicamente segun lo indicado en el
Cuadro 02.

Las muestras de leche de 250 ml fueron colocadas en frascos de
vidrio de 300 ml esterilizados a 121°C por 15 minutos cerrados y un frasco (que
no sera muestreado) quedo abierto para el monitoreo de la temperatura interna.

Los frascos en agitacion constante fueron llevados a la temperatura de
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tratamiento en un bafio maria calibrado a la temperatura de ensayo (cuadro N°

02) y el tiempo empez6 a tomarse al llegar a la temperatura de tratamiento.

Durante el tratamiento térmico; la leche en proceso fue muestreada
asépticamente para analisis microbiologico en los tiempos indicados en el
Cuadro 03.

Cuadro 02;

Tiempos y Temperaturas de Tratamiento Térmico de Leche Pre Sonicada

Tiempo de Retencion
Temperatura (°C)

(min)
40 24
45 24
50 12
55 12
60 6

Cuadro 03:
Tiempos de muestreo microbioldgico en proceso térmico de leche pre
tratada
Temperatura (°C) Tiempo (min)

40 0 4 8 16 24

45 0 4 8 16 24

50 0 2 4 8 12

55 0 2 4 8 12

60 0 1 2 4 6
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Para el muestreo microbiolégico se tomd asépticamente una
muestra de 20 mL con jeringas estériles de 20 mL de primer uso en el punto
central previa agitacion de la muestra en tratamiento. La muestra tomada fue
enfriada en agua nieve a 0 °C y almacenadas a 5 °C para su analisis

microbiolégico.

Terminado el proceso térmico, el resto de la muestra fue cerrada
asépticamente en sus frascos con tapa de rosca de 300 mL, se enfriaron en
agua nieve a 0 °C y almacenadas a 5 °C por no mas de 12 horas para su

andlisis fisico-quimico y funcional posterior.

3.6.3. Objetivo Especifico 03.

3.6.3.1. Recepcién y Pre Tratamiento Ultrasénico de Leche Fresca.-
Las muestras de leche fueron acopiadas en la forma indicada en el acapite
3.6.2.1. y almacenadas a 5 °C por no mas de 12 horas antes de ser pre
tratadas con ultrasonidos por duplicado como se indica en los item 4.4.1.1y
4.4.1.2.

Las muestras fueron pre tratadas con una densidad energética
de 0.5 kJ/mL, a una frecuencia de 24 kHz y con una temperatura constante de
20 +/- 1 °C.

3.6.3.2. Tratamiento Térmico.- Las muestras pre tratadas con
ultrasonidos a 0.5 kJ/ml fueron tratadas térmicamente a 60 °C por 10 minutos;
siendo enfriadas rapidamente en agua corriente y luego almacenadas a 5 °C.

Durante el almacenamiento las muestras de leche fueron
analizadas a lo largo de 12 dias de almacenamiento. Para el muestreo
microbiolégico se tomd asépticamente una muestra de 20 mL de leche con
jeringas estériles de 20 mL de primer uso previa agitacion de la muestra en
tratamiento. La muestra tomada fue enfriada en agua nieve a 0 °C vy

almacenada a 5 °C por no mas de 12 horas hasta su analisis microbiolégico.

Posterior al muestreo microbiolégico la muestra de leche

almacenada fue sometida a analisis fisicos quimicos y funcionales.
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3.7. Técnicas, instrumentos y procedimiento de recoleccion de datos

La técnica a emplearse en la recoleccion de datos es experimental a nivel
de laboratorio y el instrumento de recoleccion de datos serd el diario de
experimentos en forma manual y posteriormente los datos seran acopiados en

cuadros en formato Excel.

Las técnicas de analisis de las muestras y procedimiento de recoleccion de

datos fueron:

3.7.1. Andlisis proximal de muestra, pH, densidad, solidos totales y
lactosa.- Estos parametros se determinaron con el Milk Analyzer LAC-SPA

(BOECO GmBH, Alemania), segun el método propuesto por Zhu et al. (2018).

3.7.2. Aerobios Mesofilos Viables (AMV).- El contenido de gérmenes
aerobios mesodfilos viables se determiné tomando muestras de 10 mL de leche
tratadas y se prepararon diluciones seriadas decimales con solucién salina
peptonada (0.1% Peptona de Carne y 0.85% de Cloruro de Sodio en agua
destilada esterilizada a 121 °C por 15 minutos) hasta diluciones decimales de
101 hasta 10, se agitaron en un agitador vortex por 15 segundos. Se pipeteé 1
ml de cada dilucidon que se depositdé en una Placa Petri estéril, enseguida se
vertio 15 ml de Agar Plate Count (Merck, USA), se dispersé la muestra con
movimientos circulares. Las placas solidificadas se incubaron por 48 horas a 35
+/- 1 °C. Se retiraron las placas de la incubadora y utilizando un cuenta
colonias se determiné el numero de colonias formadas; y a partir de la dilucion
inoculada se calculé el namero de ufc/mL de muestra, ello segun el método

propuesto por Maturin y Peeler (2021).

3.7.3. Coliformes Totales.- El contenido de Coliformes Totales se determino
tomando muestras de 10 ml de leche tratadas y preparandolas en diluciones
seriadas decimales con solucién salina peptonada (0.1% Peptona de Carne y
0.85% de Cloruro de Sodio en agua destilada esterilizada a 121 °C por 15
minutos) hasta diluciones decimales de 10! hasta 10°, se agité en un agitador
vortex por 15 segundos, se pipete6 1 mL de cada dilucién que se deposité en
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una Placa Petri estéril, enseguida se vertio 15 mL de Violet Red Bile Agar
(VRBA) (Merck, USA), se disperso la muestra con movimiento circulares. Las
placas solidificadas se incubaron por 48 horas a 35 +/- 1 °C. Se retiraron las
placas de la incubadora y utilizando un cuenta colonias se determiné el nimero
de colonias formadas; y a partir de la dilucion inoculada se calculé el nUmero

de ufc/ml de muestra, ello segun el método propuesto por Feng et al., (2021).

3.7.4. Acidez Total Titulable.- La acidez titulable se evalué diluyendo 10 mL
de cada muestra en 100 mL de agua destilada. Para la titulacion se utilizé una
solucién estandar de NaOH 0.1 N e indicador de fenolftaleina, segin el método
propuesto por Rincon et al., (2020)

3.7.5. Color.- La evaluacién del color se realiz6 con la ayuda de un
colorimetro de reflectancia LS171 (Shenzhen Linshang Technology Co., Ltd,
Shenzen, China) obteniendo los valores de color del sistema CIELab segln lo
propuesto por Rincon et al., (2020), con una modificacion en un Beaker de
vidrio borosilicato de 50 mL se coloco una muestra de leche de 30 mL, el
beaker se coloco sobre el colorimetro, se cubrié con una caja negra para evitar

la presencia de luz parasita y se procedié a la medicion.

3.7.6. Sinéresis.- Esta fue determinada por el método propuesto por Joon,
Mishra, Brar, Singh, y Panwar (2017) con una modificacién; se transfirieron 15
mL de leche tratada y enfriada a 10 °C a tubos Falcon graduados de 15 mL de
capacidad. Los tubos de centrifuga se equilibraron ajustando sus pesos y se
centrifugaron a 1,790 g en una centrifuga Modelo 800D (Boeco GmBH,
Alemania) durante 20 min. Las fases separadas se registraron en mililitros, y se
reportaron las fracciones porcentuales de volumen por fases en % de volumen

por fase.

3.7.7. Viscosidad.- Las muestras de leche refrigeradas a 5°C +/- 1°C fueron
colocadas en la cubeta del viscosimetro vibracional AND SV-10A (A&D
Weighing, Australia), segun el método propuesto por Cheng, Barbano, y Drake

(2019) y se procedio a medir su viscosidad en Centipoises.

3.7.8. Turbidez.- Las muestras fueron evaluadas segun el método

propuesto por Rakib et al., (2014) con una modificacién. Las muestras de leche
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fueron temperadas a 20 °C, de cada tratamiento se tomaron 20 mL de leche en
un Erlenmeyer y se disolvieron 4 g de sulfato de amonio, agitdndolos hasta
total disolucion y dejandolos en reposo por 2 minutos, la mezcla fue filtrada en
un papel de filtro, se recogieron diez (10) mL de suero y se calentaron a 80 °C
por 5 minutos. Terminado el proceso se enfriaron en agua corriente a
temperatura ambiente y se dejaron reposar por 12 horas a 5 °C. Se midio6 el
volumen de sedimento y se reporto el % de sedimento sobre el total del suero

calentado.

3.7.9. Sensibilidad al Cuajo.- La sensibilidad al cuajo se evalu6 segun el
método propuesto por Bittante et al. (2015) con una modificacion; 10 mL de las
muestras de leche se calentaron durante 10 min a 35 °C y se mezclaron
individualmente con 0.05 mL de solucién de cuajo son una potencia de 500
Ul/ml (Marca Marschall, Danisco, Holanda) recién diluido en agua destilada.
Las muestras con cuajo fueron rotadas de manera manual en un bafio de maria
a 35 °C. La lectura del tiempo de coagulacion se hizo cuando el aspecto de la
pelicula de leche sobre la pared interna del tubo cambid de fluido laminar a

viscoso con grumos de al menos 0.2 mm.

3.8. Técnicas de procesamiento y analisis de los datos
3.8.1. Modelamiento matematico de datos microbiolégicos
3.8.1.1. Modelo de Gompertz

Los resultados de la evaluacibn de gérmenes aerobios
mesodfilos viables (AMV) y de coliformes totales (CT) fueron modelados
utilizando el modelo de Gompertz de 3 parametros (ecuacion 1), segun lo
indicado por Singh (2022).

Nt = No + C * exp(— exp(—B x (t — M)) (2)

Donde:

Nt = Poblacion microbiana (log ufc/mL) al tiempo t

No = Poblacién microbiana inicial (log ufc/mL)

C = Capacidad de Carga del medio (log ufc/mL)

B = Velocidad especifica maxima en punto de inflexion de curva (min™)
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t = Tiempo (min)
M = Tiempo (min) de maxima velocidad especifica
El célculo de los pardmetros se realizé utilizando una
regresion no lineal con ajuste a minimizacion de funcion perdida y siguiendo un
modelo de regresion Quasi Newton en el software Statistica 7 (TIBCO
Software, USA)

3.8.1.2. Modelo de Bigelow

Los resultados de la evaluacibn de gérmenes aerobios
mesofilos viables (AMV) y de coliformes totales (CT); segun fuera el caso,
fueron modelados utilizando el modelo de Bigelow de temperatura constante

(ecuacion 2), segun lo indicado por Wei et al., (2020) con una modificacion.
La ecuacion clave del modelo es:
Nt = No + (B *t) 2

Donde:

Nt = Poblacién microbiana (log ufc/mL) al tiempo t

No = Poblacién microbiana inicial (log ufc/mL)

B = Pendiente de la curva de muerte microbiana ((log ufc/mL) / min)

t = Tiempo (min)

El calculo del parametro B se realiz6 utilizando una regresion

lineal con ajuste a minimos cuadrados en el software MS Excel (Microsoft
Corporation, USA).

3.8.1.3. Modelo de Weibull

Los resultados de la evaluacibn de gérmenes aerobios
mesofilos viables (AMV) y de coliformes totales (CT) durante el
almacenamiento refrigerado fueron modelados utilizando el modelo de Weibull

(ecuacion 3), segun lo indicado por Paswan et al., (2020).
Nt = No — (t/a)"B 3)

Donde:
Nt = Poblacion microbiana (log ufc/mL) al tiempo t
No = Poblacion microbiana inicial (log ufc/mL)

t = Tiempo (dias)
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a = Parametro de escala de la funcion de Weibull (dia de almacenamiento/log
ufc/mL)

B = Parametro de forma de la funcion de Weibull (adimensional)

El célculo de los pardmetros se realizé utilizando una
regresion no lineal utilizando el Complemento de Excel GINAFit (Geeraerd and

Van Impe Inactivation Model Fitting Tool) accesible en

https://frisbeetool.eu/GlInaFit/ginafit.php/ que trabajo con el software MS Excel
(Microsoft Corporation, USA).

3.8.2. Técnicas de andlisis estadistico

Los valores de las variables respuestas fueron evaluados en su
promedio y desviacion estdndar muestral utilizando el software MS Excel
(Microsoft Corporation, USA). Las diferencias significativas dentro de las
variables respuesta fueron analizados por medio del Andlisis de Varianza
(p=0.05) y en caso de hallarse diferencias significativas se analizaron por
medio de la prueba de Tukey (p=0.05) para determinar los Grupos de
Significancia homogénea segun lo indicado por Andrade Lopes et al., (2020)
utilizando el software Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics Technologies
Inc.; USA)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de diferentes intensidades de energia ultrasénica a 20 kHz bajo
temperatura controlada (20 °C) sobre las caracteristicas fisicoquimicas,

microbioldgicas y/o funcionales de la leche.
4.1.1. Analisis de materia prima.-

La composicion y caracteristicas fisico quimicas de la leche utilizada

en los ensayos se presentan en el Cuadro 04.
Cuadro 04:

Composicién y caracteristicas fisico quimicas de Leche (%)

ITEM valor
Grasa 3.235 +£0.106
Solidos No Grasos 7.415 £ 0.049
Densidad (g/mL) 1.027 £ 0.000
Proteinas 3.515 +£0.021
Carbohidratos 4.035 £ 1.280
pH 6.370 £ 0.042
Punto Congelacion (°C) -0.387 + 0.002
Sales 0.545 + 0.007
Lactosa 3.345 £ 0.021
Solidos Totales 10.650 + 0.057

Prueba de Alcohol (-)
Prueba de Azul de Metileno > 5 horas

La composiciébn de la leche utilizada en los ensayos presentd
menores contenidos de solidos grasos y solidos no grasos que la leche
analizada por Nilsson et al. (2019), ya que el contenido graso fue menor; 3.23
% en Lambayeque en comparacién a 4.50 % presentado por Nilsson et al.

(2019); asi mismo los contenidos de solidos no grasos fue menor que los
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presentados por Nilsson, por ejemplo Lactosa (4.63% versus 3.345%) y
Proteina (3.515% versus 3.65%).

Asi mismo los valores presentados por Nilsson et al. (2019) con
referencia al pH fue superior a la leche acopiada en Lambayeque (6.69 y 6.37

respectivamente).

Este bajo contenido de solidos grasos y solidos no grasos pueden
estar relacionados a diferencias en el contenido nutricional del pienso

consumido por el ganado (Culqui Vilca y Rabanal Oyarce, 2022).

4.1.2. Efecto de tratamiento sobre la poblacion de Aerobios Mesofilos
Viables (AMV).

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre la poblacion de
Aerobios Mesofilos Viables (AMV) en la leche tratada por ultrasonidos y

térmicamente se presenta en el Cuadro 05.
Cuadro 05:

Poblacién de Aerobios Mesoéfilos Viables (AMV) (log ufc/mL) en leche con

tratamiento ultrasénico y térmico

Nivel de energia Tipo de aplicacion
(kJ/mL) Continua Pulsada
0.1 3.42 +0.263 b/A* o 3.34+0.225 b/A* &
0.3 2.87 £0.041 a/A* 2.99 + 0.125a/A *
0.5 2.65 + 0.069 a/A * 2.69+0.125a/A*
Cruda 4.09 + 0.013
Pasterizacion 2.45+0.213

Diferentes letras minasculas indican diferencias significativas (p<0.05)
para Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacion.

El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos
de US con la leche cruda y (@) indica diferencias significativas con
leche pasterizada, segun Test Tukey (p<0.05).

En el Cuadro se puede observar que los niveles alcanzados de inactivacion

de AMV dependen del nivel de energia aplicada (p<0.05), por el contrario no
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depende de la forma de aplicaciéon de la energia (p>0.05). Esto se sustenta en
el hecho que toda reaccion (fisica, quimica, enzimatica, etc.) necesita de cierto
nivel de energia (sonica, térmica, etc.) para que la reaccion tenga lugar. Un
concepto relacionado es el expresado por Arrhenius como Energia de
Activacion (Ea); esta es la energia necesaria para determinar la dinamica de
los procesos quimicos, bioguimicos, microbiolégicos y que al alterar la
estructura de las moléculas; logra su transicion de una molécula en estado de

equilibrio a otro de transicion y por ende reactivo (Davidenko et al., 2020).

De ello se pudo comprobar que la forma de la forma de aplicacion de
energia (Continua o Pulsada) no presenta diferencias significativas entre si
(p>0.05), sino que los efectos estan directamente relacionados a los niveles de
energia absorbidos por las moléculas o microorganismos para que el efecto se

presente.

Se pudo comprobar que conforme los niveles de Densidad Energética se
incrementan; la viabilidad de los AMV se reduce; efecto ya observado por
Balthazar et al., (2019) quienes al tratar leche con densidades acusticas de
entre 0.17 y 0.225 kJ/mL alcanzaron reducciones de entre 1.25 y 3.85 log
ufc/mL, las cuales son ligeramente superiores a las alcanzadas en nuestros
ensayos de 1.22 y 1.34 log ufc/mL. Esta diferencia se debe a que Balthasar et.
al. (2019) no ejercié control de la temperatura la cual alcanzo hasta los 54 y 69
°C; mientras que en nuestro caso la temperatura de los ensayos no supero los
21 °C.

Finalmente, es importante mencionar que la leche sometida a tratamiento
ultrasénico a nivel de 0.5 kJ/mL y 20 °C alcanz6 los requisitos legales
microbiolégicos de una leche de pasterizacion comercial (RM 591-
2008/MINSA), que indica que una leche pasterizada para consumo puede

contener como maximo en AMV 4.6 log ufc/mL.
4.1.3. Efecto de tratamiento sobre la poblacion de Coliformes Totales (CT).

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre la poblacion de
Coliformes Totales (CT) en la leche tratada por ultrasonidos y térmicos se

presenta en el Cuadro 06.
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Cuadro 06:

Poblacion de Coliformes Totales (CT) (Log ufc/ml) en leche con

tratamiento ultrasénico y térmico

Nivel de energia Tipo de aplicacion
(kd/mL) Continua Pulsada
0.1 2.45+0.213 b/A © 2.50+0.281 b/A &
0.3 2.16 £ 0.198 b/A © 2.07 £0.157 b/A*n
0.5 1.15+0.213 a/A*n 1.09+0.125a/A*n
Cruda 2.87 £0.125
Pasterizacion -1.00 + 0.000

Diferentes letras minasculas indican diferencias significativas (p<0.05)
para Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacion.

El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos
de US con la leche cruda y (o) indica diferencias significativas con
leche pasterizada, segun Test Tukey (p<0.05).

En forma similar a lo observado en los AMV, la reduccion poblacional
de los CT no esta influenciado por la forma de aplicacion de los ultrasonidos

(Continuos o Pulsados); sino por la Nivel de Energia aplicado (kJ/mL) (p<0.05).

Los CT presentaron menores indices de viabilidad conforme el nivel
de Energia se incrementd. A partir de 0.1 kJ/mL de US existen efectos
antimicrobianos, los que se incrementan conforme aumenta la energia aplicada
(p<0.05). Estos resultados coinciden con los presentados por Li et al., (2019b)
quienes al tratar leche a 0.3 kJ/mL alcanzo una reduccion de 1.06 log ufc/mL
reducciones similares a las alcanzadas en nuestros ensayos de 0.71 y 0.80 log

ufc/mL en forma Continua y Pulsada respectivamente.

La leche sometida a tratamiento ultrasénico en los valores ensayados
no alcanzo los requisitos legales microbioldgicos de una leche de pasterizacion

comercial (RM 591-2008/MINSA) con referencia a los contenidos de
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Coliformes. Aunque la tendencia de resultados indica que con valores
superiores de energia US podria alcanzarse los niveles requeridos.

4.1.4. Efecto de tratamiento sobre la Acidez Total Titulable.

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre la acidez total

titulable se presenta en el Cuadro 07.
Cuadro 07

Acidez Titulable (% Acido Léctico) de leche por tratamiento ultrasénico

Nivel de energia Tipo de aplicacion
(kJ/mL) Continua Pulsada
0.1 0.325+0.010a/A*a  0.300 £0.004 a/A * &
0.3 0.329+0.017a/A*a  0.311+0.005a/A*o
0.5 0.322£0.010a/A*a  0.309+£0.003 a/A*=&
Cruda 0.263 £ 0.010
Pasterizacion 0.250 + 0.015

Diferentes letras minasculas indican diferencias significativas
(p<0.05) para Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacién.

El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos
de US con la leche cruda y (@) indica diferencias significativas con
leche pasterizada, segun Test Tukey (p=0.05).

La acidez titulable se incrementé con la aplicacion de ultrasonido,
aungue sin diferencia significativa en todas las niveles de Energia ultrasonicas

ensayadas (p>0.05).

Esta subida de la acidez titulable por sonicacion es probablemente

debida a dos fendmenos:

(1) Formacién de acidos por sonicacion.- Los ensayos de Li et. al.
(2019) indicaron que la sonicacién genera la sintesis térmica de acido nitrico en
leche en la zona caliente de las burbujas de cavitacion, lo que puede aumentar

el contenido de acidos en leche.

(2) Exposiciéon de residuos éacidos de aminoacidos en cadena
proteica.- La investigacion de Sun et al., (2022) evidenciéo que los UAP al
disgregar micelas de Caseina exponen los residuos de los aminoacidos que los
componen, sin romper sus enlaces peptidicos. Estos residuos son de

naturaleza acida siendo detectados a través de la acidez titulable.

63



4.1.5. Efecto de tratamiento sobre el pH.

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre el pH de la leche se

presenta en el Cuadro 08.

Cuadro 08

pH de leche con tratamiento ultrasdnico

Nivel de energia Tipo de aplicacién
(kJ/mL) Continua Pulsada
0.1 6.38 + 0.099 a/A 6.44 £ 0.339 a/A
0.3 6.32 £0.191 a/A 6.48 £ 0.311 a/A
0.5 6.46 + 0.332 a/A 6.48 £ 0.382 a/A
Cruda 6.37 + 0.000
Pasterizacion 6.58 + 0.000

Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas
(p<0.05) para Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacion.

El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos
de US con la leche cruda y (@) indica diferencias significativas con
leche pasterizada, segun Test Tukey (p=0.05).

La alteracion de la acidez titulable observada (Cuadro 07) no estuvo
acompafiada de un cambio significativo en el valor del pH (p>0.05), segun se
observa en el Cuadro 08. Esto debido a la capacidad buffer de las proteinas en
la leche (caseinas y suero proteinas), lo cual es indicado por Mennah-Govela y
Bornhorst (2021).

4.1.6. Efecto de tratamiento sobre el Color.- El efecto de diferentes niveles

de Energia sobre el color de la leche tratada se presenta en el Cuadro 09.
Cuadro 09

Variacion de Color CIEL*a*b* (AE) en leche por tratamiento ultrasénico

Nivel de energia Tipo de aplicacién
(kd/mL) Continua Pulsada
0.1 2.00 + 1.400 a/A 1.06 + 0.083 a/A
0.3 2.48 + 0.269 a/A * 2.03+ 0.383 a/A
0.5 3.35+ 0.144a/A* o 240+ 0.344 a/A*
Cruda 0.00 £+ 0.000
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Pasterizacion 0.74 + 0.011
Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas (p<0.05) para
Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacion.
El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos de US
con la leche cruda y () indica diferencias significativas con leche
pasterizada, segun Test Tukey (p=0.05).

Se determind presencia de cambio de color al aplicar el
procesamiento con ultrasonido o procesamiento térmico tomando como
referencia los parametros de color de la leche fresca. Las muestras de leche
tratadas con ultrasonidos cambiaron de color significativamente (p<0.05)
conforme el nivel de energia se incrementd, observandose una tendencia

creciente en cuanto al cambio de color.

Por otro lado, los valores L* suben de 74.24 a 77.53 y los valores b*
disminuyen de 2.98 a 2.14. Li (2019) en ensayos de sonicacion de leche a
densidades de 0.3 kJ/mL encontré que los valores de L* se incrementaron y los

valor b* disminuyeron; lo cual es concordante con nuestros resultados.

Estos cambios en los parametros de color se deben a modificaciones en la
reflexion de la luz en leche debido a reducciones de tamafio en los glébulos de
grasa y a la desnaturalizacion de la proteina soluble (Cheng et al., 2018);
siendo que ambos efectos también se evidenciaron en el presente trabajo tal
como se muestran en los resultados de los ensayos de sinéresis (con aparicion
de grasa libre) y turbidez (con un aumento en los sélidos no coagulables por
Sulfato de Amonio).

4.1.7. Efecto de tratamiento sobre el Contenido de Solidos por Sinéresis.

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre el contenido de
solidos insolubles por sinéresis en la leche tratada se presenta en el Cuadro
10.

Cuadro 10:

% de Solidos en Sinéresis por tratamiento ultrasénico

Nivel de energia Tipo de aplicacién
(kJ/mL) Continua Pulsada
0.1 0.21+0.016 a/A*a 0.27 +0.004 a/B * o
0.3 0.14 £ 0.012 b/A * & 0.49 + 0.031 b/B =
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0.5 0.21+£0.081 c/A*n 0.68 £ 0.016 c/B
Cruda 0.58 + 0.005

Pasterizacion 0.64 £ 0.011
Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas (p<0.05) para
Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacion.
El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos de US
con la leche cruda y () indica diferencias significativas con leche
pasterizada, segun Test Tukey (p=0.05).

Los resultados muestran que la cantidad de sélidos en sinéresis de
leche son mas altos (p<0.05) cuando los UAP son aplicados en forma continua,
asi mismo se determin6 que conforme el nivel de Energia aumenta la cantidad

de solidos que se solubilizan es mayor (p<0.05).

Esto es consistente con lo indicado por Yanjun Sun et al., (2014),
quien indica que los cambios en la estructura de las proteinas globulares
incrementan el numero de grupos amino y carboxilo y que bajo estas
condiciones las interacciones agua-proteina se incrementan debido a mayores
fuerzas electrostaticas que mantiene o pueden incrementar la solubilidad de las

proteinas en leche.

Asi mismo Shokri et al. (2022) hace hincapié en el efecto reductor
del tamafio de particula que poseen los UAP lo que mejora la resistencia a la
sedimentacion de las particulas, lo cual se evidencia en la reduccion de la
sinéresis de la leche cruda cuando se aplican niveles de Energia de 0.1 a 0.5
kJ/mL.

4.1.8. Efecto de tratamiento sobre la Viscosidad.

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre la viscosidad en la

leche tratada se presenta en el Cuadro 11.

Cuadro 11

Viscosidad (cp) de leche con tratamiento ultrasénico

Nivel de energia Tipo de aplicacién
(kd/mL) Continua Pulsada
0.1 5.51 +0.198 a/A 5.71 + 0.856 a/A
0.3 5.50 + 0.757 a/A 5.42 + 0.651 a/A
0.5 5.66 + 0.700 a/A 5.46 + 0.827 a/A
Cruda 5.88 +0.424
Pasterizacion 5.71+£0.163
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Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)
para Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacion.

El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos
de US con la leche cruda y (») indica diferencias significativas con
leche pasterizada, segun Test Tukey (p<0.05)

Los resultados muestran que la viscosidad en la leche fresca no es

afectada por el nivel de Energia aplicada o el tipo de aplicacion (p>0.05).

La viscosidad de la leche cruda esta influenciada por estado micelar
de las caseinas y los globulos de grasa presentes en la leche; y aunque los
UAP han probado su capacidad de generacion de sub micelas de caseina (Liu
et al., 2014b) y romper los glébulos de grasa (Shokri et al., 2022), ambos
efectos no afectaron significativamente la viscosidad (p>0.05) para los niveles

de densidad energética ensayadas.
4.1.9. Efecto de tratamiento sobre la Turbidez.

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre la turbidez del suero

en la leche tratada se presenta en el Cuadro 12.
Cuadro 12

Turbidez del Suero (% de Sedimento) en leche por tratamiento ultrasénico

Nivel de energia Tipo de aplicacién
(kJ/mL) Continua Pulsada
0.1 6.54+0.174c/A* @ 593+ 0.099c/A*a
0.3 5.46 + 0.357 b/A*n 5,73+ 0.151 b/A* o
0.5 4.08+ 0.118 a/A* o 455+ 0.354 a/lA*a
Cruda 2.82+ 0.182
Pasterizacion 0.00 + 0.000

Diferentes letras minasculas indican diferencias significativas
(p<0.05) para Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacién.

El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos
de US con la leche cruda y (») indica diferencias significativas con
leche pasterizada, segun Test Tukey (p=0.05).

Comparado al % de sedimento en la leche fresca cruda, se observo
la presencia de mayores contenidos de Turbidez en los tratamientos de
sonicacion en todos los niveles (p<0.05), lo cual indica una mayor turbidez del

suero. Asi mismo, se observé que conforme el nivel de Energia aumenté a 0.5
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kJ/mL, el contenido de sedimentos disminuyd (p<0.05); pero sin alcanzar los
niveles de la leche cruda.

En la prueba de turbidez la caseina es acomplejada por medio de
Sulfato de Amonio en exceso; pero las seroproteinas no son afectadas,
siempre y cuando hayan conservado su estado nativo; y por tanto su

inactividad frente a la k-Caseina.

Cuando se aplica los UAP, esta energia inicia la desnaturalizacion
de una parte de las seroproteinas (muy probablemente de la B-Lactoglobulina),
causando dos efectos; (1) Aumento de disponibilidad de enlaces disulfuro y (2)
Aumento de su hidrofobicidad (Carrillo-Lopez et al., 2021). El primero de ellos
en presencia de membranas de los globulos de grasa también activadas y/o
fragmentadas por los UAP (Sun, et. al.; 2022) se unen entre si por medio de

enlaces disulfuro (Jukkola, 2017).

Por otro lado, la aplicacion de UAP afecta la integridad de las
micelas de caseina creando micelas de menor peso molecular (PM) y podrian
exponer secciones de alta hidrofobicidad (puntos en la submicela de caseina
no coberturados por la k-Caseina). Lo anterior unido al efecto de mayor
hidrofobicidad de las seroproteinas por efecto de los UAP (Carrillo-Lopez et al.,
2021) propicia su interaccion con porciones hidrofébicas de seroproteinas o
grasa expuesta de los glébulos de grasa rotos por efecto de los UAP en
uniones de tipos hidrofébico; creando de esta manera agregados que son
resistentes al efecto deshidratante del Sulfato de Amonio que si afecta a las
micelas nativas de Caseina (Silva, et. al., 2018); de ahi que las leches tratadas

con UAP inicialmente aumentan en su grado de Turbidez.

Pero al aumentar el nivel de Energia; los agregados hidrofébicos van
disminuyendo su presencia; mientras que los agregados via puentes de
disulfuro se mantienen; de manera que en el efecto global del proceso de UAP

disminuye la cantidad de Turbidez presente.
4.1.10. Efecto de tratamiento sobre la Sensibilidad al Cuajo.

El efecto de diferentes niveles de Energia sobre la sensibilidad al

cuajo (minutos para cuajado) en la leche tratada se presenta en el Cuadro 13.
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Los ensayos muestran que no existen diferencias significativas en la
sensibilidad al cuajo entre las leches crudas y sometidas a tratamiento
ultrasénico hasta 0.5 kJ/mL (p>0.05).

Cuadro 13

Tiempo de Cuajado (segundos) en leche con tratamiento ultrasonico

Nivel de energia Tipo de aplicacién
(kJ/mL) Continua Pulsada
0.1 14.28 £3.083 a/A n 13.78 £ 0.530 a/A ©
0.3 12.19+ 2956 a/A & 16.28 + 2.751 a/A ©
0.5 15.63+£0.240 a/A n 15.11 + 3.267 a/A ©
Cruda 13.95+2.178
Pasterizacion 48.75 + 20.294

Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas
(p<0.05) para Nivel de Energia; diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p<0.05) para Tipo de Aplicacion.

El (*) indica diferencias significativas de cada uno de los tratamientos
de US con la leche cruda y (@) indica diferencias significativas con
leche pasterizada, segun Test Tukey (p=0.05).

Las muestras con diferentes niveles de Energia mantuvieron la
sensibilidad al cuajo de la leche fresca (p>0.05); mientras que la leche

pasterizada aument6 en mas de 3 veces su resistencia al cuajo.

Segun Guinee (2021) los procesos de pasterizacion desnaturalizan
las seroproteinas que al interactuar con la k-Caseina impiden la fusién de las
para-k-Caseina e impiden el proceso de fusion durante la gelificacién y
sinéresis de la cuajada.

De ahi que la sonicacion a las niveles de Energia ensayadas
contribuye a reducir las poblaciones microbianas, pero no afectarian las
seroproteinas a un nivel tal que la leche tratada con UAP mantiene la
capacidad gelificante de la leche UAP en una forma muy similar a la forma

nativa.

En resumen, en el desarrollo del objetivo especifico 01 se demostré que
los tratamientos isotérmicos UAP a 20 °C y 24 kHz lograron reducir las
poblaciones microbianas de AMV y CT en 1.4 y 1.7 log ufc/mL, logrando
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alcanzar los requerimientos legales necesarios para considerarse una leche

fresca pasterizada solo en el caso de los AMV.

Los efectos microbianos, fisicoquimicos y funcionales observados en la
leche como consecuencia de los tratamientos isotérmicos UAP no presentaron
diferencias significativas segun el tipo de aplicacion (continua o pulsada); salvo
en el caso de la sinéresis de solidos, donde la aplicacion continua de UAP
aumento la solubilidad de solidos en leche. Los efectos observados en la leche

UAP solo fueron afectados por las niveles de Energia (kJ/ml) ensayadas.

Los tratamientos isotérmicos UAP en todas las densidades ensayadas
no ejercieron efectos significativos (p>0.05) sobre el pH, viscosidad o
sensibilidad al cuajo. Por el contrario, las niveles de Energia ensayados
incrementaron significativamente (p<0.05) la acidez titulable (% de Acido
Lactico); la solubilidad de sélidos y generé cambios en el color CIEL*a*b* por
incremento en los pardmetros L* y b*; e incremento la turbidez del suero de la

leche fresca.

4.2. Efecto de diferentes tratamientos térmicos de baja temperatura en
leche pre sonicada a 20 °C sobre las caracteristicas fisicoquimicas,

microbioldgicas y/o funcionales de la leche.

Habiendo analizado el efecto de los UAP sobre leche fresca, se considerd
que los tratamientos se aplicaron sobre leche fresca (menos de 1 hora de ser
ordefiada); lo cual no es una practica comun en la industria lechera; por lo que
en el objetivo especifico 02 se consider6 evaluar la aplicacion de los
tratamientos UAP seguido de un tratamiento térmico (UAP+TT) en leche que
hubiera sido retenida a temperatura ambiente por 8 horas, simulando una
practica lechera habitual en el Peru; sirviendo esta retencion intencional como

desafio para la tecnologia en investigacion.
4.2.1. Analisis de materia prima.

Las caracteristicas de composicion y fisico quimicas del lote de

leche utilizada en los ensayos del OE2 se presentan en el Cuadro 14.
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El analisis de la leche utilizada en el objetivo especifico 02 no
presenta diferencias marcadas con la leche utilizada en el objetivo especifico
01; salvo en el pH que descendi6 de 6.370 a 5.497; ello debido a la incubacion
de 8 horas a 25 °C que se realizo previa al almacenamiento refrigerado a 5 °C

antes de la elaboraciéon de las muestras.

Cuadro 14:

Caracteristicas Quimicas y Fisico Quimicas de Leche (%)

ITEM Promedio
Grasa 3.670 £ 0.099
Solidos No Grasos 7.813 £0.217
Densidad (g/mL) 1.026 + 0.001
Proteinas 2.870 £ 0.099
Carbohidratos 4.105 £ 0.149
pH 5.497 + 0.039
Punto Congelacion (°C) -0.513 + 0.007
Sales 0.614 + 0.022
Lactosa 3.754 £ 0.136
Solidos Totales 11.483 £0.316
Prueba de Alcohol O]
Prueba de Azul de Metileno > 5 horas

4.2.2. Efecto de tratamiento térmico sobre la poblacién de Aerobios
Mesofilos Viables (AMV) en leche pre sonicada.

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la poblacion de
Aerobios Mesdfilos Viables (AMV) en la leche pre tratada por ultrasonidos se

presenta en el Cuadro 15.

La concentracion de poblacional de Aerobios Mesofilos Viables
(AMV) en leche pre sonicada (0.5 kJ/mL) durante el tratamiento térmico a

diferentes temperaturas fue modelada usando el Modelo de Gompertz de 3
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parametros (40 y 45 °C) y el Modelo de Bigelow de temperatura constante (50,

55 y 60 °C); debido al mejor grado de ajuste (R?). Los parametros cinéticos

para los modelos se presentan en el Cuadro 16.

Cuadro 15:

Aerobios Mesofilos Viables (AMV) (log ufc/mL) en leche pre sonicaday

tratada a diferentes temperaturas.

Tem;()oeé?tura Tiempo (min) atemperatura constante

0 4 8 16 24

40 2.876 £0.053 2.999+0.424 3.185+0.464 3.015+0.158 3.122 +0.205

45 2.839+£0.075 3.141+£0.029 3.31+£0.029 3.195+0.115 3.403+0.017
0 2 4 8 12

50 2.895+0.02 2473+0421 2.778+0.137 3.132+0.301 3.068 £0.281

55 2.823+£0.014 2.462+0.116 2.777+0.041 2.898+0.120 2.665 + 0.402
0 1 2 4 6

60 2.854+0.128 2.816 +0.005 2.610+0.314 2.278+0.393 1.716 +0.337

Al ensayar los dos modelos de cinética microbiana el modelo de
Gompertz ajusto mejor la cinética microbiana en los ensayos a 40 y 45 °C. Sin
embargo, al aumentar la temperatura y acercarse a la temperatura de inicio de
inactivacion, el modelo de Gompertz perdié precisibn en su prediccion de

poblacién (Dato no mostrado).

Se observo que por encima de 45 °C el modelo de Bigelow de
temperatura constante mostré6 un mejor ajuste en su prediccion de poblacion,
aunque a temperaturas entre 50 y 55 °C se presentaron valores de R?
relativamente bajos (0.27 a 0.276); pero a 60 °C el efecto inactivador de la
temperatura ya era manifiesto con un valor de R? alto (0.929). Este cambio en
el coeficiente de regresion en el rango entre 50 y 55 °C, indica que la
temperatura critica (temperatura a la que se inicia el efecto inactivador) se halla

en ese rango.
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Cuadro 16:

Pardmetros Cinéticos (Modelo de Gompertz y Modelo de Bigelow) para

Aerobios Mesofilos Viables (AMV) en leche pre sonicada y tratada a

diferentes temperaturas

Parametros

Cinéticos (*)

Modelo de Gompertz

Parametros

Cinéticos (**)

Modelo de Bigelow

40°C 45°C 50° 55°C 60°
No 2.876 +0.053 2.839+0.075 A 2.683+0.020 2.706+0.028 2.956 +0.104
C 0.286 +0.145 0.474 +0.027 B 0.036 +0.047 0.004 +0.029 -0.193 +0.051
B 2.840+3.787 2.674+3.194 R? 0.270+0.316  0.276 £ 0.225  0.929 + 0.049
9.646 +9.180  3.451 + 0.402
R 0.754+£0.039  0.936 +0.049
R? 0.570+0.059 0.876 £ 0.092

(*) Parametros Cinéticos: No = log ufc/ml; C = log ufc/ml; B = min -1 ; M = min. Parametros

Cinéticos (**): A = log ufc/ml; B = (log ufc/ml) / min
El modelamiento del efecto del tratamiento térmico posterior a la

sonicaciéon en leche se muestra en la Figura 02.

4.00
3.50 I Y
1 }
3.00 - T 1 ¢ 40 Exp
DK, o =40 Pr
—_ T O A 45Exp
T 250 P.\* j 45 Pr
S T \& B 50Exp
S RN ——50Pr
2 2.00 \ ® 55Exp
§ X1 =55 Pr
< 150 »x_428 E;(p
1-00 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de Tratamiento Térmico (min)

(*) Los datos experimentales se presentan con marcadores y los datos
predichos se presentan en lineas continuas.

Figura 02
Variacion de AMV en
temperaturas (*)

leche pre sonicada y tratada a diferentes

73



Se encontré que conforme la temperatura de tratamiento aumento,
los AMV fueron decreciendo y también a medida que el tiempo de tratamiento
isotérmico se prolongaba. Este cambio de una tasa de variacion poblacional
positiva a negativa es concordante con lo reportado por Myer et al., (2016) para
P. fluorescens y L. fermentum en pasterizacion de Corto Tiempo y Baja
Temperatura (BTBT); quien indica que conforme la temperatura de tratamiento
aumenta la poblacion desciende; efecto que se presentd en P. fluorescens vy L.
fermentum que son considerados AMV en leche.

0.100
S 0.050
£
EI 0.000 ; .
S 48 60 62
5
> -0.050
=)
@ -0.100
2
c
2 -0.150
& y = -0.0033x2 + 0.3383x - 8.671 \
[a R2=1

-0.200

-0.250

Temperatura de Tratamiento (°C)
Figura 03

Pendiente (B) ((log ufc/mL) / min) del modelo de Bigelow en funcién de la
temperatura de tratamiento térmico

Para determinar la temperatura critica, se observé que conforme la
temperatura de tratamiento térmico se incrementaba, la pendiente (B) de la
recta del modelo de Bigelow empezaba a declinar a partir de los tratamientos a
51.26 °C como puede observarse en la figura 03, obteniendo y resolviendo la
primera derivada de la ecuacién de la curva. Asi, la pendiente de la recta (B)
permitira determinar la temperatura critica. Por lo que, graficando la pendiente

en funcion de la temperatura, se obtuvo que la temperatura critica para iniciar
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el efecto antimicrobiano por tratamiento térmico en AMV es de 55.21 °C (Figura
03).

Uno de los microorganismos mas frecuentes dentro de las AMV es el
Staphylococcus aureus que fue estudiado por Li et al., (2017) encontrando que
tratamientos de termosonicacién a 55 °C por 15 minutos (UAP+TT) lograban
reducciones poblacionales de 5.98 log ufc/mL en caldo tripticase de soya (TSA)
con sal; mientras que en nuestros ensayos tratamientos en leche pre sonicada
a 55 °C alcanzamos reducciones de 0.687 log ufc/mL. Esta diferencia en el
efecto inactivador puede ser explicada por un lado por la presencia de sal en el
TSA, que afecta la actividad microbiana en productos lacteos y aumenta el
efecto antimicrobiano de la termosonicacion de acuerdo a Zonoubi y Goli
(2021); y por otro lado en nuestro ensayo la presencia de proteinas lacteas en
estado coloidal y globulos de grasa podrian crean un efecto protector en los
AMV ya que absorben o reflejan la energia sénica de acuerdo a lo indicado por
Li et al. (2019a) .

4.2.3. Efecto de tratamiento térmico sobre la poblacién de Coliformes
totales (CT).

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la poblacion de
Coliformes Totales (CT) en la leche tratada por ultrasonidos y térmicos se

presenta en el Cuadro 17.

La concentracion poblacional de Coliformes Totales (CT) en leche
pre sonicada (0.5 kJ/mL) durante el tratamiento térmico a diferentes
temperaturas fue modelada usando el Modelo de Bigelow de temperatura
constante; y los parametros cinéticos determinados se presenta en el Cuadro
18.
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Cuadro 17:

Coliformes Totales (CT) (log ufc/mL) en leche pre sonicada sometida a

diferentes tratamientos térmicos

Temperatura ) ]

¢0) Tiempo (min) a temperatura constante
0 4 8 16 24

40 2.009 £ 0.149 2.414 +0.047 2.582+0.128 2.803+0.077 3.029+0.170

45 1.988 + 0.047 2.203 £ 0.038 2476 £0.162 2.492+0.241 2.594 +0.633
0 2 4 8 12

50 1.929 + 0.036 1.923 +0.110 1.866+0.125 1.916+0.019 1.690+0.125

55 1.938 £ 0.337 1.889 + 0.157 1.739+0.056 1.540+0.088 1.423+0.172
0 1 2 4 6

60 1.943 £0.139 1.690 £ 0.125 1.389+0.125 1.000+0.426 0.588 +0.157

El modelo de Bigelow a temperatura constante es un modelo cinético

robusto para modelar el efecto del tratamiento térmico sobre el ndmero de

coliformes sobrevivientes con valores de R? encima de 0.89 entre los 40 °C y

60 °C; sin embargo, el modelo reduce su precision entre 45 °C y 50 °C; por lo

qgue la temperatura critica para inicio del efecto inactivador debe hallarse en

este rango.

sonicacién en leche se puede apreciar en la Figura 04.

El modelamiento del efecto del tratamiento térmico posterior a la

Se observé que conforme la temperatura de tratamiento térmico se

incrementaba la pendiente de la curva de muerte térmica (B) se reducia a partir

de los tratamientos a 40 °C.
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Cuadro 18:

Parametros Cinéticos del Modelo de Bigelow para Coliformes Totales (CT)

en leche pre sonicada y diferentes tratamientos térmicos

Temperatura

Intercepto (No)

Pendiente (B)

°O (log ufc) (log ufc/min) R

40 2.165 £+ 0.091 0.039 + 0.001 0.891 + 0.046
45 2.112 +0.052 0.023 + 0.025 0.512 + 0.590
50 1.952 +0.012 -0.017 £ 0.010 0.466 £ 0.131
55 1.942 +0.213 -0.046 £ 0.010 0.892 + 0.005
60 1.904 £ 0.139 -0.224 £ 0.021 0.970 £ 0.004

Para determinar la temperatura critica a partir de la cual la
temperatura de tratamiento empieza a ejercer efecto antimicrobiano en leche
con pre tratamiento ultrasénico se utilizé la pendiente de la curva graficada en

funcién de la temperatura.

3.50

3.00 ——40
—@—45

2.50 50

2.00 —A=>55
—f—60

1.50 |

= ineal (40)

1.00 = | ineal (45)

Lineal (50)

e |ineal (55)

Coliformes Totales (log ufc / mL)

0.00 . . . . . Lineal (60)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de Tratamiento Térmico (min)

(*) Los datos experimentales se presentan con marcadores y los datos

predichos se presentan en lineas continuas.

Figura 04
Variacion de Coliformes por Tratamiento Térmico de leche pre sonicada

(*)
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Determinando asi que la temperatura critica para Coliformes Totales
durante tratamientos térmicos en leche pre sonicada es de 49.282 °C como se

evidencia en la Figura 05.

De los valores obtenidos de la aplicacion del Modelo de Bigelow a
temperatura constante (Cuadro 18) es posible calcular los valores D y el valor z
para Coliformes tal como se presenta en el Cuadro 19 y de acuerdo a lo
indicado por Solano-Cornejo (2013) y Dash et al., (2022).
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Temperatura de Tratamiento Termico (°C)

(*) Los datos experimentales se presentan con marcadores y los datos
predichos se presentan en curva continua.
Figura 05

Pendientes de Curva de Muerte Térmica (Modelo de Bigelow) por
Temperatura (°C) de tratamiento (*)

Los valores D para poblaciones de coliformes en leche pre sonicada
y sometida a tratamiento térmico indican una alta sensibilizacién al calor por
efecto de los ultrasonidos, ello es visible al compararlos con los valores D
reportados por Peng et al. (2014) en los cuales los valores Deso-c en leche cruda
sin pre tratamiento de UAP para E. coli estan en el rango de 21.9 a 80.5 min;

mientras que en leche pre sonicadas el valor Deocc es de 4.49 min. Segun lo
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reportado por Liao et al., (2018) este efecto de sensibilizacion al calor esta
centrado en la presencia de células microbianas dafiadas subletalmente por
efecto de los UAP; también determind que conforme el tratamiento ultrasonico
se prolongaba la proporcion de células dafadas subletalmente aumentaba
(Liao et al., 2018).

Cuadro 19:

Valor D y z para leche pre sonicada a diferentes temperaturas de

Tratamiento Térmico

T (°C) Valor D (min) Log D

50 71.585 +41.77 1.702

55 22.498 + 4.836 1.367

60 4.490 + 0.428 0.646
Valor z (°C) 8.767 £1.719
R? 0.948 + 0.069

Por otro lado los valores z obtenidos por Peng et al. (2014) para la
aplicacion de tratamientos térmicos puros fueron entre 3.4 y 6.1 °C para rangos
de temperaturas de 60 a 70 °C para diversas cepas de E. coli recuperadas de
queso; mientras que el valor z obtenido en leche presonicada y tratada
térmicamente fue de 8.76 °C. Es necesario indicar que los valores z pueden
variar dependiendo del rango de temperaturas ensayadas para su
determinacion; y de la determinacion de coliformes; si bien mayormente
enumera E. coli también determina la presencia de otros miembros de la familia

de Enterobacillaceae lo que podria alterar los valores z.
4.2.4. Efecto de tratamiento sobre la Acidez Total Titulable y pH.

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la acidez total

titulable final y el pH en leche pre sonicada se presenta en el Cuadro 20.

Se observd que, comparado a la acidez de la leche cruda, en las
leches pre sonicadas y sometidas a tratamiento térmico la acidez se
incrementd pero de manera no significativa (p>0.05). En los tratamientos a 40 y

45 °C se incrementd; por otro lado, los niveles de acidez de los tratamientos a
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60 °C de leche pre sonicada y de pasterizacién (65 °C por 30 minutos) fueron
inferiores a la leche cruda.

Cuadro 20:

Acidez Titulable (% Acido Léactico) y pH final en leche pre sonicada post

tratamiento térmico (*)

Temperatura Acidez Titulable oH

(°C) (% Acido Lactico)

Leche cruda 0.298 £0.014 a 5.497 £ 0.039 a,b
40 0.377 £0.018 a 5.272 £ 0.152 a
45 0.395+0.011 a 5.455 +£0.049 a,b
50 0.327 £0.002 a 5.616 £ 0.204 a,b
55 0.328 £ 0.018 a 5.848 +0.082 b
60 0.291 + 0.004 a 5.790£0.014 b

Leche
pasterizada 0:275x0013a 5.447 £0.117 a,b

(*) Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas
(p<0.05)

Los procesos de UAP vy térmicos tienden a desdoblar las
seroproteinas y ello expone residuos de aminoacidos que pueden tener
naturaleza acida (Pan et al., 2022) y asi acidificar la leche sin necesariamente
aumentar la presencia de &cidos en la leche, tal como se indica en el item
4.1.4..

En las temperaturas de tratamiento ensayadas se presenta
crecimiento, retencion o reduccion de viabilidad microbiana (AMV y CT) (ver
Figuras 2 y 4), cuya principal e inicial fuente de energia son los carbohidratos
de la leche, produciendo acido lactico como subproducto mayoritario como
indica Schwab et al. (2019). Paralelo al incremento de acidez titulable, el pH se
modificé (p<0.05) debido a la protedlisis microbiana y al fraccionamiento de
macromoléculas (Pan et al., 2022) que afecta la capacidad buffer de la leche

fresca.
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4.2.5. Efecto de tratamiento sobre el Color.

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre el color final de la

leche pre sonicada se presenta en el Cuadro 21.
Cuadro 21:

Variacién de Color CIE L*a*b* (AE) después de tratamiento térmico en leche

pre sonicada (*)

Tratamiento

Térmico Promedio

Cruda 0.000 + 0.000 a
40 2.760£0.115b

45 2.963+0.701 b

50 2.947 £0.043 b

55 3.299+£0.117 b

60 3.697 +0.088 b
Pasterizada 0.435 £ 0.096 a

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)

Se observé que las muestras de leche con tratamientos UAP+TT
presentaron una mayor diferencia de color conforme la temperatura de
tratamiento térmico se incrementaba, habiendo diferencias significativas
(p<0.05) entre las leches cruda y pasterizada y las leches UAP+TT. Los
parametros L*, a* y b* son analizados en el Cuadro 22.

Como se observa en el Cuadro 22, la diferencia de color fue
principalmente debido a un incremento en la Luminosidad (tendencia al
blanco) y una tendencia al azul (disminucion en el parametro b*) que
presentaron las leches UAP+TT, siendo este fendmeno indicativo de una
reduccion en el tamafio de los globulos de grasa y de modificaciéon del peso
molecular de la micela de Caseina por efecto ultrasénico, fenbmeno 6ptico que

concuerda con lo reportado por Cheng et al., (2019).
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Cuadro 22:

Color Instrumental (CIEL*a*b*) después de tratamiento térmico en

leche pre sonicada (*)

Tratamiento Promedio
Térmico L* a* b*

Cruda 74.205 £ 0.163 a 0.255+0.007b  1.995+0.035a
40°C 76.920 £0.042 b 0.440+£0.071a 1.540+0.028c
45°C 77.125+0.884b,c 0.410+0.099a 1.540+0.028c
50°C 77.095+0.205b,c 0.315+0.064 a,b 1.425+0.036d
55°C 77.455+0.049b,c 0.240+£0.014b 1.430%+0.000d
60°C 77.840 £ 0.255 ¢ 0.270+0.071b 1.325+0.021 e

Pasterizada 74.325+0.021a 0.045+0.007c 1.645+0.035b

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)

dentro de las columnas.

4.2.6. Efecto de tratamiento sobre el Contenido de Solidos por Sinéresis.

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre el contenido de

solidos por sinéresis en la leche pre sonicada se presenta en el Cuadro 23.

Cuadro 23:

Sinéresis de Solidos (%) después de tratamiento térmico en leche pre

sonicada (*)

Tratamiento

Térmico Promedio
Cruda 2.200 £ 0.495 a
40 2.150 £ 0.071 a
45 1.795+0.205 a
50 1.775+£0.035 a
55 1.690 £ 0.014 a
60 1.595 £+ 0.007 a

Pasterizada

1.380 £0.113 a

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)
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En los resultados presentados se observa que conforme la
intensidad de la energia se incrementaba, la sinéresis de solidos por

centrifugacion decrecia pero no de una manera significativa (p>0.05).

Ello indica que probablemente conforme las micelas de caseina son
afectadas en su tamafio de particula por el tratamiento UAP (Shanmugam et
al., 2012), las seroproteinas se desdoblaban por accién del calor y se unirian a
la Caseina via puentes de disulfuro (Pan et al.,, 2022). Ambos procesos
pudieron haber incrementado la solubilidad y la estabilidad en suspension de la

caseina en el plasma de la leche, reduciendo su sinéresis.
4.2.7. Efecto de tratamiento sobre la Viscosidad.

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la Viscosidad de

la leche pre sonicada se presenta en el Cuadro 24.

Como se puede apreciar en el Cuadro 24, los tratamientos térmicos
en leche fresca pre sonicadas afectan la viscosidad pero de manera no

significativa (p>0.05) comparada a la leche cruda.
Cuadro 24:

Viscosidad (cp) después de tratamiento térmico en leche pre sonicada (*)

Tratamiento

Térmico Promedio

Cruda 7.262 £0.102 a,b

40 7.391 £0.268 b
45 7.100 £ 0.000 a,b

50 7.480 £ 0.000 b
55 7.125+£0.050 a,b

60 6.776 £ 0.048 a
Pasterizada 7.052 £0.243 a,b

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)

La viscosidad de la leche con tratamientos a 60 °C presentaron las
menores viscosidad y los tratamientos a 40 °C presentaron las mayores

viscosidades; ello probablemente debido al cambio de predominancia de la
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union Caseina-Seroproteinas a baja temperatura fuerzas hidrofébicas y a
temperaturas superiores predominancia de enlaces disulfuro, segun lo

reportado por Pan et al. (2022).
4.2.8. Efecto de tratamiento sobre la Turbidez.

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la Turbidez del
suero de la leche pre sonicada se presenta en el Cuadro 25.

Cuadro 25:
Turbidez del Suero (% volumen) después de tratamiento térmico en leche

pre sonicada (*)

Tratamiento

Térmico Promedio

Cruda 7.667 £0.471a
40 7.382 +£0.154 a

45 5.109 £ 0.262 b

50 4571 +0.269 b

55 3.860 £ 0.198 c

60 1.857 + 0.067 d
Pasterizada 0.000 £ 0.000 e

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias
significativas (p<0.05)

Los resultados muestran que conforme la temperatura de
tratamiento térmico se va incrementando el % de Turbidez va disminuyendo
(p<0.05).

Esto podria deberse a un aumento en la desnaturalizacion de las
seroproteinas segun lo indicado por Freire et al. (2022) lo que expondria sus
grupos hidrofobicos e incrementaria su unién con la micela de caseina a través
de puentes disulfuro irreversibles con la k-Caseina, tal como afirma Pan et al.
(2022); disminuyendo asi las seroproteinas disponibles después de la

insolubilizacion de la micela de caseina por accion del Sulfato de Amonio
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(Shokri et al., 2022); lo que se evidencia en una disminucién en la turbidez del

suero.
4.2.9. Efecto de tratamiento sobre la Sensibilidad al Cuajo.

El efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la Sensibilidad al

cuajo de la leche pre sonicada se presenta en el Cuadro 26.
Cuadro 26:

Sensibilidad al Cuajo (segundos) después de tratamiento térmico en leche

pre sonicada (*)

Tratamiento

Térmico Promedio
Cruda 9.958 + 0.260 a
40 13.804 +0.143 a
45 14.273 £0.102 b
50 14.982 + 0.255 b,c
55 17.088 +0.235¢c
60 21.632£0.369d
Pasterizada 27.026 £ 0.889 e

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias

significativas (p<0.05)

Los resultados del Cuadro 26 muestran que conforme el nivel de
Energia aumenta los tiempos de coagulacién o sensibilidad al cuajo aumentan

(p<0.05) en forma directamente proporcional.

En el proceso de coagulacion la Quimosina separa la k-Caseina de la
micela; y la micela de a y B-Caseina se agregan por fuerzas hidrofobicas
separandose del suero en forma de cuajada (Britten y Giroux, 2022). Este
proceso se presenta en forma mas rapida conforme la caseina y las
seroproteinas se mantienen en estado nativo y se ve afectada por la
temperatura en cierto rango donde al subir la temperatura la velocidad del
proceso de coagulacién aumenta. Por el contrario, segun Hovjecki et al. (2022)
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por encima de 42 °C el proceso de cuajado se ve ralentizado, de tal manera
que las leches pasterizadas tienen tiempos de coagulacidon mas prolongados

como se observa en el Cuadro 26.

En resumen, durante la investigacion del objetivo especifico 02 se pudo
demostrar que en AMV a temperaturas debajo de 55 °C en tratamientos UAP
no se presenta efecto inactivador; siendo que la temperatura critica
(temperatura apartir de la cual se presenta la disminucidon poblacion) fue
determinada en 55.21 °C. En cuanto a CT el efecto de reduccion poblacional en
tratamientos UAP+TT se presenta a partir de 49.2 °C. En ambos casos (AMV y
CT) con el tratamiento UAP+TT a 60 °C se alcanzaron los requerimientos

legales necesarios para considerarse como leche fresca pasterizada.

Por otra parte, ninguno de los tratamientos UAP+TT afectaron
significativamente (p>0.05) la acidez titulable, pH, sinéresis o la viscosidad de
la leche. Se pudo comprobar que los tratamientos UAP+TT incrementaron la
diferencia de color a la leche cruda debido a incrementos en la Luminosidad
(L*) y reduccién de parametro b*; y conforme la temperatura de tratamiento se

incrementaba la turbidez y sensibilidad al cuajo decrecieron.

4.3. Evaluacion de la estabilidad en refrigeracion de leche pasterizada con

pre tratamiento de ultrasonidos de alta potencia.

El objetivo especifico 02 logré demostrar que los tratamientos UAP+TT
logran pasterizar la leche fresca con variado efecto sobre sus caracteristicas
microbioldgicas, fisico-quimicas y funcionales inmediatamente después del
proceso. Pero se evidencio la necesidad de monitorear la estabilidad en
almacenamiento refrigerado (5 °C) de la leche pasterizada UAP+TT por lo que

se ejecutaron ensayos para lograr el objetivo especifico 03.
4.3.1. Andlisis de materia prima.

Las caracteristicas de composicién y fisico quimicas de la leche
fresca incubada por 8 horas a 25 °C antes de ser refrigerada a 5 °C y antes de

ser utilizada en los ensayos del OEO3 se presentan en el Cuadro 27.
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Cuadro 27:

Caracteristicas Quimicas y Fisico Quimicas de Leche (%)

ITEM Promedio
Grasa 3.190 £+ 0.085
Solidos No Grasos 7.415 £ 0.078
Densidad (g/mL) 1.026 £ 0.000
Proteinas 2.675 +£0.078
Carbohidratos 4.310 £ 0.028
pH 5.565 + 0.087
Punto Congelacién (°C) -0.509 + 0.004
Sales 0.625 + 0.007
Lactosa 4.160 = 0.028
Solidos Totales 10.800 £ 0.113
Prueba de Alcohol )
Prueba de Azul de Metileno > 5 horas

Los andlisis de la leche de vaca utilizada en los ensayos del objetivo
especifico 03 no difieren de los resultados obtenido del andlisis de la leche
utilizada en el objetivo especifico 02, debido a que proceden de la misma zona

de acopio y fueron manipuladas de la misma manera (ver item 3.2.2 'y 3.2.3)
4.3.2. Aerobios Mesdfilos Viables (AMV) en almacenamiento refrigerado.

La variacion de la poblacién de AMV en leche pre sonicada (UAP)
(0.5 kd/ml a 20 °C); leche pre sonicada y sometida a tratamiento térmico
(UAP+TT) (60 °C por 10 minutos) y leche pasterizada (PAST) (65 °C por 30

minutos) almacenadas a 5 +/- 1 °C se presentan en el Cuadro 28.

Los resultados muestran que los AMV presentes en leches tratadas
con UAP solo o combinado con tratamiento térmico leve mostraron una
poblacién similar hasta el dia 10 de almacenamiento refrigerado; mientras que
las muestras que recibieron tratamiento térmico Unico mostraron un declive de

poblacion constante durante todo el almacenamiento refrigerado.
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Cuadro 28:

Aerobios Mesoéfilos Viables (AMV) (log ufc/mL) en leche almacenada a 5
°C

Dias de almacenamiento
0 2 5 8 10 12

Tratamiento

Leche Cruda 5.322 +0.006

UAP 3.742 + 0.056 3.952 + 0.017 4.009 +0.047 4.130 + 0.023 3.835 +0.345 3.567 +0.148

UAP+TT 3.181 £0.494 3.244 £ 0.302 3.047 £0.036 3.142 £ 0.049 3.053 £ 0.087 2.841 £0.088

PAST 3.034 +0.073 2.987 + 0.057 2.503 +0.213 2.531 +0.036 2.414 + 0.047 2.300 +0.031

La evolucion de la poblacion de AMV en almacenamiento refrigerado
fue modelada usando el Modelo de Weibull y los parametros cinéticos se

presentan en el Cuadro 29.

El modelamiento de la evolucion de la poblacién de AMV durante el
almacenamiento a 5 °C se presenta en la Figura 06.

Cuadro 29:

Parametros Cinéticos (Modelo de Weibull) para Aerobios Mesofilos

Viables en leche almacenada a 5°C

Parametros Tratamientos
Cinéticos UAP UAP+TT PAST
No (log ufc/mL) 3.95 3.16 3.06
A (Dia /(log ufc/mL)) 13.23 14.66 17.10
B (Adimensional) 9.71 5.69 0.75
R? 0.5842 0.7992 0.9062
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(*) Los datos experimentales se presentan con marcadores y los datos

predichos se presentan en curvas continuas.

Figura 06: AMV en leche tratada durante almacenamiento refrigerado (*)

Las investigaciones de Li et al., (2019a) y Liao et al. (2018) revelaron
gue la aplicacion de UAP causa un efecto inactivador acompafiado del efecto
colateral de generar una poblacion microbiana dafiada subletalmente, lo cuales
concordante con nuestros resultados. Los procesos de UAP producen
debilitamiento de la pared celular microbiana dificultando la homeostasis celular
lo que; aunado al tratamiento térmico ligero puede generar inestabilidad en la
membrana celular y durante el almacenamiento refrigerado conducen a la
inactivacion. Por lo tanto, el efecto combinado de estos dos obstaculos
(UAP+TT) sumado a la temperatura de refrigeracion se manifiesta con una

reduccion poblacional en el tiempo de almacenamiento (Mahmoud et al., 2022).

Este fendmeno de reduccion poblacional de AMV durante el
almacenamiento refrigerado a 5 °C es mas notoria a partir del dia 8 de
almacenamiento refrigerado, lo cual coincide con lo reportado recientemente
por Duarte et al. (2022) quienes indican una reduccion poblacional de AMV a

partir del dia 7 de almacenamiento refrigerado debido a la presencia de
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bacterias dafiadas subletalmente producto de los tratamientos aplicados en la

leche.
4.3.3. Coliformes Totales (CT) en almacenamiento refrigerado.

La variacion de la poblacion de CT en leche cruda; pre sonicada
(UAP); leche pre sonicada y tratamiento térmico (UAP+TT) (60 °C por 10
minutos) y leche pasterizada (PAST) (65 °C por 30 minutos) almacenadas a 5

+/- 1 °C se presentan en el Cuadro 30.
Cuadro 30:

Coliformes Totales (CT) (log ufc/mL) en leche almacenada a5 °C

Dias de almacenamiento

Tratamiento

2 5 8 10 12
Leche Cruda 3.756 £ 0.011
UAP 2.789+£0.192 2.712 £0.188 2.573 £0.041 2.579+£0.144 2.443 +0.088 2.136 +£0.081
UAP+TT 1.239 +0.088 1.230 + 0.000 0.801+0.144 0.952 + 0.069 0.889 + 0.157 0.699 + 0.000
PAST 1.548 +0.213 1.778 £ 0.675 1.000 + 0.000 1.239 +0.088 1.145 +0.044 1.109 +0.095

Los resultados muestran que la poblacion de CT en leche tratadas
con UAP solo o combinado con tratamiento térmico leve evidenciaron
reduccion poblacional de células viables desde el primer dia de
almacenamiento refrigerado; mientras que las muestras que recibieron
tratamiento térmico Unico mostraron un declive de poblacion constante a partir
del dia 2 de almacenamiento refrigerado, coincidiendo con lo reportado por
Soltani et al. (2022) quien indica que hay un decrecimiento de viabilidad

durante el almacenamiento de leche tratada por ultrasonidos.

La evolucion de la poblacion de CT durante el almacenamiento
refrigerado fue modelada usando el Modelo de Weibull y los parametros

cinéticos se presentan en el Cuadro 31.
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Cuadro 31:

Parametros Cinéticos (Modelo de Weibull) para Coliformes Totales en

leche almacenada a5 °C

Parametros Tratamientos
Cinéticos UAP UAP+TT PAST
No (log ufc/mL) 2.72 1.26 1.62
A (Dia /(log ufc/mL)) 14.47 30.30 25.10
B (Adimensional) 3.11 0.73 0.77
R? 0.9281 0.7527 0.5283

El modelamiento de la evolucion de la poblacién de CT durante el
almacenamiento a 5 °C se presenta en la Figura 07.
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(*) Los datos experimentales se presentan con marcadores y los datos

predichos se presentan en curvas continuas.

Figura 07: Coliformes en leche tratada durante almacenamiento

refrigerado (*)
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La reduccion progresiva de Coliformes durante almacenamiento
refrigerado probablemente se deba a la presencia de células dafadas
subletalmente por los tratamiento UAP gque son mas sensibles a condiciones
ambientales adversas como lo indica Duarte et al. (2022); lo que unido a la
indicacién de Li et al. (2017) que un tratamiento térmico ligero lleva a una
inactivacion progresiva de células microbianas, nos lleva a la conclusion que
las células de coliformes dafiadas subletalmente en el proceso UAP+TT no

pueden recuperar su homeostasis a temperaturas por debajo de su 6ptimo.

Recordemos que los coliformes por definicion desarrollan a
temperaturas cercanas a 37 °C; de ahi que durante el almacenamiento
refrigerado a 5 °C su viabilidad decrezca en el tiempo; lo cual es consistente
con los datos presentados por Balthazar et al. (2019) quien también reporto un
declive paulatino de coliformes en almacenamiento refrigerado en leche

sometida a tratamiento UAP.
4.3.4. Evolucion de la Acidez Total Titulable.

La evolucion de la Acidez Titulable Total en almacenamiento
refrigerado de leche pre sonicada y tratamiento térmico se presenta en el
Cuadro 32.

Cuadro 32:

Acidez Titulable (% Acido LActico) en leche tratada y almacenada a 5 °C (*)

_ Dias de Almacenamiento
Tratamiento

0 3 6 9 12
Leche
0.265 + 0.005 b,c
Cruda
UAP 0.295 +0.005 b,c 0.350+0.010d 0.435+0.015 e 0.525+0.015f 0.625+0.015¢g

UAP+TT 0.265 £ 0.005 b,c 0.240+0.010 a,b 0.265 £ 0.005 b,c 0.300 £ 0.000 b,c 0.435+0.015e
PAST 0.220+0.010a 0.240+0.020a,b 0.270+0.020 b,c 0.300 £0.010 b,c 0.340 +0.020 c,d

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)

Los resultados del analisis de la acidez titulable en leche
evidencian que durante el almacenamiento refrigerado la leche tratada con

UAP presenté un incremento sostenido a lo largo de todo el almacenamiento
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(p<0.05) lo cual es consistente con el incremento de la poblacién microbiana
presente en la leche (Figura 6 y 7) que también se increment6 a lo largo del

almacenamiento.

En los ensayos de tratamiento UAP, la poblacion de AMV al inicio
del almacenamiento fue de 3.74 log ufc/mL y ello ocasiona que la acidez se
incremente desde el primer dia. Esto es consistente con lo reportado por
Ziyaina et al. (2018) quien reportd que el inicio de los incrementos de acidez
titulable se presentd cuando las poblaciones microbianas de AMV en
almacenamiento a 5 °C alcanzaron niveles de 4 log ufc/mL. Ello confirma la
relacion entre la poblacion microbiana activa y el incremento de la acidez en

leche en almacenamiento.

En el caso de leches con tratamiento UAP+TT la poblacion
microbiana de AMV se mantuvo estable los 10 primeros dias; mientras que la
leche pasterizada mostr6 un decline poblacional desde el primer dia de
almacenamiento; aunque en ambos casos la acidez titulable se mantuvo sin
diferencias significativas (p>0.05). Por el contrario, la acidez se incrementé de
forma significativa en el dia 12 a pesar de que la poblacion de AMV descendio ,
lo cual indica que el nivel de actividad microbiana acidificante se mantiene
aungue el nivel poblacional descienda, ello es consistente con la relacién entre
actividad microbiana y acidez reportado por Edwards et al. (2021) para leche

en almacenamiento refrigerado.
4.3.5. Evolucion del pH.

La evolucion del pH en almacenamiento refrigerado de leche UAP,
UAP+TT y PAST se presenta en el Cuadro 33.
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Cuadro 33:

pH en leche trataday almacenada a5 °C (*)

) Dias de AlImacenamiento
Tratamiento

0 3 6 9 12
Leche Cruda  5.495+0.025d,e,f
UAP 5.575+0.035¢e,f,g 5.495+0.045d,e,f 5.205+0.055¢ 5.060 + 0.060 b,c 4.805+0.105 a
UAP+TT 5.585+0.015efg 5.660+0.040g,h 5475+0.055d,e 5.385+0.075d 4.970£0.060 b
PAST 5.640 +0.040f,g,h 5.760+/0.030 h 5.575+0.075e,f,g 5.490 + 0.030 d,e,f 5.445+0.085d,e,f

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)

Los resultados nos indican que la leche tratada con UAP
mostré un declive paulatino del pH desde el sexto dia de almacenamiento
refrigerado; mientras que la leche tratada con UAP+TT presentd un declive
paulatino a partir del 3 dia de almacenamiento (p<0.05); por el contrario que la
leche pasterizada mostré una estabilidad relativa en su pH.

La actividad microbiana en leche pasterizada en refrigeracion
se manifiesta primordialmente por variacion en la acidez titulable que conducen
finalmente a cambios en el pH (Edwards et al., 2021). Sin embargo, el cambio
en el pH también esta relacionado a la presencia y actividad modificadora de
enzimas presentes en la leche, las cuales afectan la conformacion vy
propiedades de las proteinas en cuanto a su solubilidad, propiedades de

gelificacion, etc. (Shokri et al., 2022).

Por otro lado, la capacidad buffer de las proteinas lacteas esta
en relacién directa y lineal con el contenido de materia seca, caseinas y
seroproteinas de la leche; especialmente del contenido de los aminoacidos
Acido Glutamico y Acido Aspartico (Mennah-Govela y Bornhorst, 2021), los
cuales son consumidos por los microbios activos en leche (Hameed et al.,
2021); lo cual terminaria afectando la capacidad buffer de la leche pasterizada.
Esto se puede apreciar en los datos de la tabla 33, en la cual se observa que la
modificacion del pH podria indicar una bajada en la capacidad buffer debido a
los incrementos de acidez titulable. Pudiendo concluirse que la actividad
microbiana remanente en la leche UAP y UAP+TT podria reducir la capacidad
buffer comparado con la leche pasterizada.
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4.3.6. Evoluciéon del Color.

La evolucion del Color en almacenamiento refrigerado de leche

procesada con los diferentes tratamientos se presenta en el Cuadro 34.

Los resultados de variacion de color en el almacenamiento
mostrados en la Tabla 34 indican que la aplicacion de UAP solo o acompafiado
de TT producen cambios en el color de la leche fresca; mientras que la
pasterizacion produce cambios de color de menor cuantia, todos con referencia
a la leche cruda (p<0.05). Asi mismo se puede observar que los cambios en el
tratamiento UAP tienden a ser continuos a lo largo de almacenamiento;
diferente a los cambios por UAP+TT y PAST que tienden a mantenerse

estables durante el almacenamiento refrigerado.

Cuadro 34:

Variacién de Color (AE) en leche tratada y almacenada a 5 °C (*)

_ Dia de AlImacenamiento
Tratamiento

0 3 6 9 12
Leche Cruda 0.00 +0.00 a
UAP 273+008ef 269+0.17ef 213+0.12d 0.80+0.15c 0.49+0.11 b,c
UAP+TT 268+0.12ef 255+007ef 277+0.17f 259+0.09e,f 243+0.13d,e
PAST 0.72+0.06c 0.56+0.08b,c 0.68+0.07c 0.66+0.11c 0.35+0.10a,b

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)

Segun Cheng et al. (2019) el color de la leche entera esta
relacionada a la integridad de los glébulos de grasa y de la micela de Caseina;
el primero de estos modificado por el tratamiento UAP y el segundo de ellos
alterado en forma continua por la actividad metabdlica de los microorganismos
presentes y activos en la leche refrigerada como se puede observar en las
figuras 6 y 7. Esta actividad requiere de energia obtenida mayormente de
carbohidratos; lo que derivara en la produccibn de &acidos durante la
refrigeracion (ver Cuadro 32). Para que los microorganismos puedan obtener
energia requieren de sintetizar enzimas a partir de los aminoacidos de la
proteina contenida en la leche; 0sea través de la digestion de las caseinas y/o
seroproteinas contenidas en la leche; tal como indica Ziyaina et al. (2018) al

reportar la actividad de proteasas en leche refrigerada.
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Esta modificacion constante de la caseina y/o seroproteinas genera
la modificacién constante del color, lo que lleva a concluir que la pasterizacion
con tratamientos previos de UAP al nivel energético evaluado no estabiliza el
color de la leche en almacenamiento refrigerado y; a la vez, podrian suponerse
modificaciones considerables en la cantidad y conformacion de las proteinas en

leche durante el almacenamiento refrigerado.
4.3.7. Evolucion del Contenido de Solidos por Sinéresis de Leche.

La evolucion del contenido de solidos por sinéresis en
almacenamiento refrigerado de leche pre sonicada y tratamiento térmico se
presenta en el Cuadro 35.

Cuadro 35:
Variaciéon de Sinéresis (% de volumen) en leche tratada y almacenada a
5°C (%)

_ Dia de Almacenamiento
Tratamiento

0 3 6 9 12
Leche Cruda 219+0.14e
UAP 1.90+0.10d,e 1.05+0.05a 1.74+£0.07 b,c,d,e 1.45%0.11a,b,c,d 2.93+0.07 f
UAP+TT 1.15+0.15a,b 1.23+0.23 a,b,c 223+043e 1.98£0.03d,e 1.84+0.18d,e
PAST 1.39+£0.06 a,b,c,d 0.96+0.29a 1.90+£0.10d,e 1.83+0.13c,de 1.25+0.43a,b,c,d

(*) Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas (p<0.05)

Los resultados de la sinéresis nos indican que los
tratamientos UAP y UAP+TT mejoran la solubilidad de la proteina en leche
(p<0.05) reduciendo la sinéresis por centrifugacion. Esto probablemente debido
a la activacion ultrasonica de la union de caseina y seroproteinas primero por
efecto hidrofébico y posteriormente por formacién de un enlace disulfuro
irreversible (Shokri et al., 2022); mientras que en el caso de leche pasterizada
la union caseina-suero proteina se forma principalmente por puentes disulfuro

de las seroproteinas desnaturalizadas con la k-Caseina (Pan et al., 2022).

Sin embargo; esta mejora en la estabilidad de las
lactoproteinas se va perdiendo a lo largo del almacenamiento debido a la
actividad proteolitica de la flora microbiana viable (figura 6 y 7), cuya actividad
metabdlica se evidencia en un aumento de la acidez titulable (Cuadro 32) y que
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contribuye al deterioro de grado de suspension proteica tal como indica Ziyaina
et al. (2018).

4.3.8. Evolucion de la Viscosidad en Leche.

La evolucibn de la viscosidad en leche tratada durante

almacenamiento refrigerado a 5 °C se presenta en el Cuadro 36.
Cuadro 36:

Viscosidad (cp) en leche tratada y almacenada a5 °C (*)

_ Dias de Almacenamiento
Tratamiento

0 3 6 9 12
Leche Cruda 7.27 £0.04f,g
UAP 7.49 + 0.02 h,i 7.70 £ 0.02 k 7.54+0.021,) 7.32+0.03 g 7.64+0.12jk
UAP+TT 7.38+0.00g,h 6.82+0.02d 6.61+£0.01c 6.65+0.02c 7.09+0.04 e
PAST 7.16+0.04ef 6.67+£0.03cC 6.34+0.03 b 6.03+0.06 a 7.12+0.06 e

(*) Diferentes letras minuUsculas indican diferencias significativas (p<0.05)

Los resultados del analisis de viscosidad de las leches tratadas
al inicio de refrigeracion mostraron que la leche que recibi6 UAP evidencié un
aumento en su viscosidad (p<0.05) en comparacién a la leche cruda; mientras
que la leche que recibi6 UAP+TT o0 pasterizada mostraron una viscosidad

inferior a la leche cruda a lo largo del almacenamiento (p<0.05).

El aumento de la viscosidad de la leche esta relacionada al
nivel de agregacion de la caseina con las seroproteinas y la grasa de los
glébulos fragmentados por efectos de hidrofobicidad activada por la ruptura
ultrasénica (Carrillo-Lopez et al., 2021) de ahi el aumento de viscosidad en la
leche UAP. En este caso, la viscosidad muestra una tendencia general a
incrementarse durante el almacenamiento a 5 °C (p<0.05). Ademas, Li et al.
(2020) evidencié que la leche almacenada en refrigeracion muestra procesos
de reasociacion entre la k-Caseina, p-Lactoglobulina y a-Lactoalbumina en su

fase micelar lo que podria explicar el incremento general de la viscosidad.

Sin embargo, en presencia de calor el efecto de hidrofobicidad
en la agregacion con Caseina pierde preponderancia y la agregacion se torna

paulatinamente mas dependiente de los enlaces disulfuro que del efecto de
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hidrofobicidad, de ahi que al aumentar el calor aplicado a la leche (en los
tratamientos UAP+TT y PAST) la viscosidad disminuye a niveles similares a los

de la leche cruda después de los tratamientos (p>0.05).

Por otro lado, a lo largo del almacenamiento refrigerado, las
leches UAP+TT y PAST mostraron una tendencia a la disminucion de la
viscosidad (p<0.05). Martin et al. (2021) evidenciaron que las leches
pasterizadas, aunque microbioldégicamente segura no eliminan la existencia de
enzimas microbianas termo resistentes (lipasas y proteasas). En el presente
trabajo, los tratamientos UAP+TT y PAST auln retienen un cierto nivel de
microorganismos que mantienen actividad metabodlica y por ende estan
degradando los componentes de la leche; entre ellas las proteinas; de ahi que
es posible que los agregados proteicos caseina-seroproteinas creados durante
los tratamientos UAP+TT y PAST estén siendo desagregados por acciones de
proteasas aun presentes en la leche tratada (SterniSa et al., 2019). Este
proceso de desagregacion enzimatica paulatina explicaria la reducciéon de la
viscosidad en leche pasterizada UAP+TT y PAST en almacenamiento

refrigerado.
4.3.9. Evolucion de la Turbidez en leche.

La evolucion de la turbidez del suero en la leche almacenada a 5 °C

se presenta en el Cuadro 37.
Cuadro 37:

Turbidez del Suero (% de volumen) en leche tratada y almacenada a 5 °C

(*)

Dias de Almacenamiento
0 3 6 9 12

Tratamiento

Leche Cruda 6.91+0.24 f,g

UAP 7.21+0.10¢9 6.42 £ 0.06 f 551+0.13e 10.90+0.37h 14.81 £ 0.37 i
UAP+TT 2.76 £0.09c 3.72+0.03d 1.98+042b 543+0.27e 3.67+0.14d
PAST 0.00 £0.00 a 0.00 £0.00 a 0.00 £0.00 a 0.00+0.00 a 0.00£0.00 a

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)
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Los resultados del analisis de turbidez del suero al inicio del
almacenamiento refrigerado mostraron que la leche UAP y la leche cruda no
mostraron diferencias significativas (p>0.05); lo cual también fue observado y

analizado en el item 4.1.9.

Asi mismo se pudo observar que el aporte de energia en forma
de calor (UAP+TT y PAST) gener6 el descenso de la turbidez del suero
(p<0.05). Este descenso esta relacionado a la interaccion de las seroproteinas
con la k-Caseina a través de puentes disulfuro por accion térmica indicado por
Carrillo-Lopez et al. (2021) y Li et al. (2020), lo que explica este descenso de

turbidez post tratamiento térmico.

En el caso de la leche UAP se muestra una tendencia general
al incremento de la turbidez en suero a lo largo del almacenamiento (p<0.05).
En el inicio del almacenamiento refrigerado las seroproteinas pueden
considerarse en estado similar al nativo para las niveles de Energia UAP
aplicadas (item 4.1.9). Sin embargo, conforme el almacenamiento progresa dos
fendbmenos parecen progresar en forma simultanea; por un lado hay un proceso
de ruptura de caseinas y seroproteinas por la actividad de proteasas presentes
en leche (item 4.38) de acuerdo a Sternisa et al. (2019); y por otro lado hay un
proceso de agregacion en almacenamiento en frio entre k-Caseina de las
submicelas fragmentadas por los UAP y las seroproteinas (primordialmente -
Lactoglobulina) tal como plantea Li et al. (2020). Por lo tanto, la ocurrencia de
ambos fendbmenos en simultdneo generan agregados proteicos que por su
hidrofobicidad no son sensibles al efecto deshidratante del Sulfato de Amonio
saturado, de manera que al no precipitar, no pueden ser retenidos durante la

filtracion, incrementando los sedimentos del suero en la prueba de turbidez.

Finalmente, en el caso de las leches UAP+TT el % de turbidez
también se mantiene inferior al de la leche cruda aunque tiende a
incrementarse a lo largo del almacenamiento (p<0.05) pero en un grado menor
al de las leches UAP; por ende debemos concluir que los fendmenos
presentados en la leche UAP indicados en el parrafo anterior; también se

presentan en la leche UAP+TT pero en grado menor debido principalmente a
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su menor carga microbiana activa (item 4.3.2 y 4.3.3) y por ende menor
actividad enzimatica sobre las proteinas.

4.3.10. Evolucion de la Sensibilidad al Cuajo en almacenamiento.

La evolucion de la sensibilidad al cuajo en leche tratada almacenada

a 5°C se presenta en el Cuadro 38.

El tiempo de coagulacién de las leches post tratamiento de
pasterizacion mostraron un aumento significativo (p<0.05) conforme
aumentaba la energia térmica aplicada (Leche cruda < UAP < UAP+TT <
PAST).

Cuadro 38:

Sensibilidad al Cuajo (segundos) en leche tratada y almacenada a 5 °C (*)

_ Dias de Almacenamiento
Tratamiento

0 3 6 9 12
Leche Cruda 12.30 £ 0.96 b,c
UAP 14.81+£0.43c 18.46 +0.99d 14.63+1.07c 10.00+0.404a,b 7.76 £0.57 a
UAP+TT 21.48+1.16e 2565+1.09f 21.77+091e 1488+1.60c 8.07+£0.58 a
PAST 39.41+0.89 h 39.62+/0.74h 28.23+1.18fg 30.20+0.40¢g 30.50+1.18¢g

(*) Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05)

Este aumento del tiempo de coagulaciéon se debe al mayor grado de
interaccidon entre la k-Caseina y las seroproteinas por el aporte energético del
proceso térmico (Britten y Giroux, 2022), que perturba la accion de la
quimosina alargando los tiempos de coagulacion tal como indica Hovjecki et al.
(2022).

Los resultados también nos muestran que las leches UAP y UAP+TT
mostraron una tendencia general a la reduccién de los tiempos de coagulacion
a lo largo del almacenamiento (p<0.05), ello es concordante a una reduccion
del pH en las leches UAP y UAP+TT por accion microbiana (item 4.3.5); ya que
como sostiene Bansal y Veena (2022) conforme el pH de la leche se acerca del
punto isoeléctrico de la caseina los tiempos de coagulacion se reducen. Por lo

tanto, en las leches UAP y UAP+TT conforme el almacenamiento refrigerado
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progresa, el pH se reduce y con ello los tiempos de coagulacion también se
reducen; fenémeno que también ha sido reportado por Martin et al. (2021).

En resumen, la realizaciéon de los ensayos del objetivo especifico 03
demostré que; en cuanto a los AMV los tratamientos UAP y UAP+TT
estabilizaron la poblacion post tratamiento hasta el dia 09 de almacenamiento
refrigerado; mientras que la pasterizacion convencional (PAST) mostré un
declive poblacional desde el primer dia. Con referencia a los coliformes, todos
los tratamientos evidenciaron reducciones poblacionales desde el primer dia de
almacenamiento refrigerado a 5 °C. Solo los tratamientos UAP+TT y PAST
retuvieron la calidad microbiana necesaria para ser considerada leche

pasterizada.

Todos los tratamientos presentaron variaciones significativas (p<0.05)
durante el tiempo de almacenamiento refrigerado. En cuanto a la acidez
titulable, la sinéresis y la turbidez se incrementaron en el tiempo, excepto en el
caso de la leche PAST donde la turbidez se mantuvo constante. Mientras que,
en el caso del pH, la variacion de color CIEL*a*b* y la sensibilidad al cuajo

decrecieron durante el almacenamiento refrigerado para todos los tratamientos.

En el caso de la viscosidad, los tratamientos UAP presentaron
incremento en la viscosidad durante el almacenamiento, mientras que los
tratamientos UAP+TT y PAST presentaron descenso en su viscosidad durante

el almacenamiento refrigerado.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

Los tratamientos isotérmicos a 20 °C de ultrasonidos de alta potencia
a 24 kHz entre 0.1 y 0.5 kJ/ml redujeron las poblaciones microbiana en
gérmenes aerobios mesdfilos viables (AMV) y coliformes (CT) en la leche;
alcanzando los niveles finales requeridos para ser considerada una leche
pasterizada, solo en el caso de Aerobios Mesofilos Viables. Los tratamientos no
afectaron significativamente (p>0.05) el pH, la sinéresis de sdélidos, la
viscosidad o la sensibilidad al cuajo de la leche en los niveles de Energia
ensayados (0.1 — 0.5 kJ/mL); mientras que incrementaron significativamente la
acidez titulable, la diferencia de color en comparacién a la leche cruda y la
turbidez del suero conforme el nivel de Energia se incrementd. Estas
modificaciones en las caracteristicas funcionales se debieron muy

probablemente a modificaciones a nivel de los macro nutrientes de la leche.

Cuando la leche fresca fue pre tratada con UAP a 0.5 kJ/ml y 20 °C,
seguida de tratamientos térmicos entre 50 y 60 °C (UAP+TT), se evidenciaron
reducciones en los AMV y CT de manera que se alcanzaron las caracteristicas
microbiolégicas de una leche pasterizada. Las temperaturas minimas de
tratamiento térmico post sonicacion para presentar efecto inactivador
microbiano para AMV y CT fueron de 55.21 y 49.2 °C respectivamente. Los
tratamientos UAP+TT no afectaron significativamente (p>0.05) la acidez
titulable, el pH, la sinéresis o la viscosidad de la leche. El tratamiento UAP+TT
incrementd la acidez titulable de la leche; pero conforme la temperatura se
incrementd entre 40 y 60 °C este incremento en la acidez fue menor. La
diferencia de color en comparacion a leche cruda se incrementé conforme la
temperatura de tratamiento se incrementaba; asi mismo se observd que la
turbidez del suero y la sensibilidad al cuajo que se redujeron conforme la

temperatura de tratamiento UAP+TT se incrementaba.

Durante el almacenamiento refrigerado a 5 °C por 12 dias de leche

UAP+TT se observd que el nimero de AMV en la leche refrigerada

102



permanecieron estables por 9 dias y posterior a ello empezaron a reducir su
namero; por otro lado, el nimero de CT en leche se redujo desde el primer dia
de almacenamiento. De esta manera la leche UAP+TT a 5 °C retuvo la calidad
microbiolégica de leche pasterizada hasta el final del almacenamiento. Las
caracteristicas fisico-quimicas y funcionales de la leche UAP+TT se
modificaron significativamente (p<0.05) a lo largo del almacenamiento a 5 °C;
asi la acidez titulable, la sinéresis, la turbidez del suero y la sensibilidad al
cuajo se incrementaron durante el almacenamiento; mientras que el pH, la
diferencia de color con leche cruda y la viscosidad se redujeron en
almacenamiento refrigerado. Estos cambios en la leche pasterizada UAP+TT
podrian estar correlacionado con la actividad metabdlica de la microflora viable

presente en leche.

Por los resultados obtenidos el mejor tratamiento de pasterizacion es
la combinacién de tratamiento ultrasénico (UAP) (0.5 kJ/mL) seguido de
tratamiento térmico a 60 °C por 10 minutos debido a que su acidez titulable, pH
y sinéresis de solidos al termino del almacenamiento refrigerado es similar al
de la leche cruda, su color es mas blanco que la leche cruda; mientras que su
turbidez de suero y sensibilidad al cuajo es superior a la leche pasterizada
térmicamente; por otro lado las reducciones de AMV y CT en refrigeracion
aseguraron que la calidad microbiolégica como leche pasterizada se mantenga

durante su almacenamiento.
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5.2. RECOMENDACIONES

Se recomiendan investigaciones futuras centradas en al analisis de la
microflora de leche sono resistente por su capacidad de afectar la estabilidad

de leche pasterizada por UAP+TT.

Se recomienda hacer investigaciones para establecer la secuencia de
desnaturalizacién de las seroproteinas y sus interacciones con compuestos
grasos y micelas de Caseina (enteras o fraccionadas) en leche entera bajo
tratamiento de UAP solo o en combinacion tratamiento térmicos de baja
temperatura por su capacidad de alterar las propiedades funcionales de la
leche fresca.
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ANEXO 01. SESION FOTOGRAFICA

Imagen 1A1l. Sonicador PZ550LI, Termocupla TCP319, Reactor enchaquetado
y computadora para termoregistro de calibracion y tratamientos.

Imagen 2A1. Equipo de ultrasonidos montado y en proceso de calibracion de
potencia entregada
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Imagen 3ALl. Posicion de la sonda en el reactor y posiciones relativas de los
sensores térmicos del equipo sonicador y del termoregistrador.

Imagen 4A1. Sonicador con equipo de refrigeracion de reactor y termo
registrador en tratamiento ultrasénico isotérmico de leche.
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Imagen 5AL1. Detalle del Sonicador cargado y programado para tratamiento
ultrasénico isotérmico de leche.

Imagen 6A1. Sonicacion Isotérmica de leche (Octubre 2022)
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Imagen 8ALl. LactoScan BOECO trabajando muestra de leche
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Imagen10ALl. Prueba de Sinéresis
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ANEXO 02. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS

A.1. Analisis microbiolégico — Muestra 01 - Aerébios Mesofilos Viables

(AMV) — Objetivo Especifico 01

LABORATORIO DE
k aul= ENSAYOS TECNICOS
= e e “MICROSERVILAB"
MICR - seErviL AR LAMBAYEQUE — PERU

INFORME DE ENSAYO N® 726

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
»  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
II. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-guimica, microbiologica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasdnico pre pasteurizacion *

M. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacion - Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
Naturaleza del envase : Plastico
Temperatura 6%
Procedencia - Lambayeque-Lambayeque
Codigos de las muestras - CR1;PT1;AAAB;AC;BABB;BC
Llegada al laboratorio - 08-06-2022
Fecha de analisis : 08-06-2022

V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

M. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilandia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-5A)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 3: Aerobic Plate
Count.Bacteriological Analytical Manual (BAM)

VL. RESULTADO DEL ENSAYOS

1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Leche Leche leche | leche | Leche leche | Leche

fresca fresca fresca fresea | fresca | fresca fresca | fresc

Ensayo Fluida fuida fluida fuids | fluida | fluids fluida Fluida

cRr1 PT1 aa a8 ac BA 88 BC

Acrobios [UFC/ml) | 12,000 | 200 | 4,000 |800 |500 |3,120 | 1,200 | 200
mesofilos viables

Lambayeque, Junic del 2022

Correo: contacto@microservilab.com Cel: 949019545
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A.2. Anélisis microbioldgico — Muestra 02 - Aerobios Mesoéfilos Viables

(AMV) — Objetivo Especifico 01

LABORATORIO DE
kel = ENSAYOS TECNICOS
i “MICROSERVILAB”
MicR - serviL AR LAMBAYEQUE — PERU

INFORME DE ENSAYO N2 727

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
+ Msc. Miguel Angel Solano Corngjo
1. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-guimica, microbiclogica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasonico pre pasteurizacion *

1. DATOS DE LA MUESTRAS

Nombres : Leche fresca fluida

Forma de presentacién - leringa de 20 mil

Estado del envase : Bueno

Naturaleza del envase : Plastico

Temperatura t6°C

Procedencia : Lambayeque-Lambayeque
Codigos de las muestras 1 CRZ;PT2;CA;CB;CC;DA;DB;DC
Llegada al laboratorio : 10-06-2022

Fecha de analisis : 10-06-2022

V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-34)
-Food and Drug Administration (FDW), BAM Chapter 3: Aerobic Plate
Count.Bacteriological Analytical Manual (BAM)

V1. RESULTADO DEL ENSAYOS

1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Leche Leche Leche | Leche | Leche Leche Leche

fresea fresea fresca fresca fresea freses fresea fresea

Ensayo Fluide Auids fluida fluida | fluide | Auids fluida fluids
CRZ P12 ca B o DA D8 nC

Aerobios (UFC/ml) | 12,500 | 400 | 1,700 | 700 | 400 | 1,500 |8co | 600

mesofilos viables

Lambayeque, Junio del 2022

Correo: contacto®@microservilab.com Cel: 949019545
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A.3. Analisis microbiolégico — Muestra 01 — Coliformes Totales (CT) —

Objetivo Especifico 01

LABORATORIO DE
el ENSAYOS TECNICOS
= a8 S “MICROSERVILAB”
MicR - serviL AR LAMBAYEQUE — PERU

INFORME DE ENSAYO N2728

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
® Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
Il PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-quimica, microbiologica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasonico pre pasteurizacion

liL. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacién : Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
Maturaleza del envase : Plastico
Temperatura 7%
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque
Cadigos de las muestras : CR1;PT1;AMAB;AC;BABB;BC
Liegada al laboratoria - 08-06-2022
Fecha de analisis : 08-06-2022

V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-5A)
- Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 4: Enumeration of Escherichia coli
and the Coliform Bacteria. Bacteriological Analytical Manual (BAM)

VL RESULTADO DEL ENSAYOS

1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Leche Leche Leche | Leche | Leche Leche Leche
fresca fresca freses fresca fresea freses fresea fresca
Ensayo fluida fluida fluide fluida | fluide | Auids fluida fluida
CR1 PT1 an a8 ac BA D& De
Coliformes totales | 600 0 400 200 10 500 150 10
{UFC/ml)

Lambayeque, Junio del 2022

Correo: contacto@microservilab.com Cel: 949019545

126



A.4. Analisis microbiolégico — Muestra 02 — Coliformes Totales (CT) —

Objetivo Especifico 01

LABORATORIO DE
- ENSAYOS TECNICOS
-~ i “MICROSERVILAB”
Mice - serviLAR LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAYO N2 729
1. DATOS DEL SOLICITANTE:

e  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
1. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-quimica, microbiologica y funcional de leche de vaca (Bos taurus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasénico pre pasteurizacion “

1. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacion : Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
Naturaleza del envase : Plastico
Temperatura 57°C
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque
Codigos de las muestras - CR2;PT2;CA;CB;CC;DA;DB;DC
Llegada al laboratorio : 10-06-2022
Fecha de analisis : 10-06-2022

Iv. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (DS.007- 98-SA)
- Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 4: Enumeration of Escherichia coli
and the Coliform Bacteria. Bacteriological Analytical Manual (BAM)

VL.  RESULTADO DEL ENSAYOS

1. Determinacion de criterios microbiologicos

Muestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
Ensayo fluida fluida fluida Auids fluide | Auids | Fluids fluida
CR2 PTL AA AB AC BA DB DC
Coliformes totales | 900 0 200 105 20 200 90 15
(UFC/ml)

Lambayeque, Junio del 2022

Correo: contacto@microservilab.com Cel: 949019545
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B.1. Andlisis microbioldgico — Muestra 01 - Aerobios Mesoéfilos Viables

(AMV) — Objetivo Especifico 02

LABORATORIO DE

- ENSAYOS TECNICOS
= sl S e “MICROSERVILAB”
MICR - serviL AR LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAYO N2 730

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
»  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
. PROYECTO:
* Estabilizacidn fisico-quimica, microbioldgica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasonico pre pasteurizacion

L. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacién - Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
MNaturaleza del envase : Plastico
Temperatura :5°%C
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque
Codigos de las muestras : CR3;PT3;40A0;40A4,;40A8; 40A16; 40A24
ASAD;ASA4;45A8; 45A16; 45A24; S0AD;50A2;50A4;
SOAB; 50A12; 55A0;55A2;55A4:55A8; 55A12;
60A0;6041;60A2; 50A4; 60AG
Llegada al laboratorio 1 08-07-2022
Fecha de analisis - 0B-07-2022
V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-5A)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 3: Aerobic Plate
Count Bactericlogical Analytical Manual (BAM)
VL. RESULTADO DEL ENSAYOS
1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
Freses fresom fresca fresca fresea fresea fresca Freses fresen
Ensayo fluide fluida fluide fluida Auids fluids fluida fluide fluids
CR3 PT3 4040 a0aa 4048 40A16 0424 4580 454
Aerobios [UFC/ml) | 3,460 |20 820 1,990 |3.260 | 1,340 | 1,850 | 610 1,450
mesofilos viables
Muestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
Freses fresos fresca fresca fresea fresea fresca Freses fresen
Ensayo fluids Fluida fluida Fluida fluida fluida Fluida fluids fluids
4548 45416 as5a24 5080 5042 5044 5048 50412 5580
Perohios (UFC/ml) | 2,140 [ 1,300 [z24s0 | 780 150 | 480 2,210 | 1,850 | 650
mesofilos viables
Muestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
freses fresoa fresca fresca fresca fresea fresca freses fresen
Ensayo Fluida fluids fluida Fluida fluida fluida Fluida Fluida fluida
5542 5544 5548 55412 BOAD B0AL BOAZ 6044 GOAG
Aerobios (UFC/ml) | 240 640 650 240 580 660 240 100 30
mesofilos viables

Lambayeque, lulio del 2022

Correo: contacto®@microservilab.com Cel: 949019545
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B.2. Andlisis microbiolégico — Muestra 02 - Aerobios Mesoéfilos Viables

(AMV) — Objetivo Especifico 02

LABORATORIO DE

E =uffi = ENSAYOS TECNICOS
=gl e “MICROSERVILAB”
MICR - sErvIL AR LAMBAYEQUE — PERU

INFORME DE ENSAYO N2 731

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
* Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
II. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-guimica, microbiclogica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasanico pre pasteurizacion

L. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacion - Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
MNaturaleza del envase : Plastico
Temperatura 5%
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque
Codigos de las muestras - CR4;PT4;40B0;4084;4088; 40B16; 40824
4580;45B4:45B8; 45816; 45624; S0B0;5082;5084;
SOBS; S0B12; S5B0;5582,5564;5588; 55812;
B0B0;50B1;60B2; 60B4; 50B6
Llegada al laboratorio - 11-07-2022
Fecha de analisis 111-07-2022
V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-5A)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 3: Aerobic Plate
Count.Bacteriological Analytical Manual (BAM)
V. RESULTADO DEL ENSAYOS
1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Leche Leche Leche Leche | Leche Leche Leche Leche
En fresca fresom fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
sayo fluids Fluida fluida Fluida Auids fluida Fluida fluidn fluids
cRa PTa 2080 2084 2088 20816 | 20824 1580 2584
Aerobios (UFC/ml) | 4580 42 690 500 720 B0O 950 780 1320
mesofilos viables
Muestra Leche Leche Leche Leche Leche | Leche Leche Leche Leche
fresen fresen fresca fresen fresen | fresen fresca fresen fresen
Ensayo fluids Fluida fluida Fluida Auids fluida Fluida fluidn fluids
1588 25816 | 45824 | 5080 s0B2 5084 5088 so812 5580
Aerobios (UFC/ml) | 1950 1820 2600 810 590 750 830 740 620

mesofilos viables

Muestra Leche Leche Lechs Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresom fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca

Ensayo Ffluida fluida fluids fluida fluids fluids fluida fluida fluida
5582 5584 5588 55812 6080 G081 6082 6084 [

Aerobios (UFC/ml) | 350 560 260 890 880 650 690 360 a0

mesofilos viables

Lambayeque, Julic del 2022

Correo: contacto@microservilab.com Cel: 949019545
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B.3. Analisis microbiolégico — Muestra 01 — Coliformes Totales (CT) —

Objetivo Especifico 02

LABORATORIO DE

E =uffi = ENSAYOS TECNICOS
== el 1 e “MICROSERVILAB”
MicR - servILAR LAMBAYEQUE — PERU

INFORME DE ENSAYO N2 732

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
®  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
II. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-guimica, microbiclogica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasanico pre pasteurizacion

liL. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacion - Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
Naturaleza del envase : Plastico
Temperatura -7°C
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque
Caodigos de las muestras : CR3;PT3;40A0;40A4;40A8; 40A16; 40A24
ASAD:ASA4;45A8; 45A16; 45A24; 50A0;50A2;50A4;
SOAB; S0A12; S5A0;55A2;55A4;55A8; 55A12;
B60A0;604A1;60A2; 50A4; B0AS
Llegada al laboratorio : 0B-07-2022
Fecha de analisis 1 0B-07-2022
V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitaric de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-54)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 4: Enumeration of Escherichia coli
and the Coliform Bacteria. Bacteriological Analytical Manual (BAM)
V. RESULTADO DEL ENSAYOS
1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Lache Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
En fresca fresom fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
sayo Fluide Fluida fluida Fluida Auids fluida Fluida fluida fluids
CR3 FT3 2040 4084 40A8 20A16 40024 4580 4504
Coliforme (UFC/ml] 220 0 80 240 310 720 810 a0 170
totales
Muestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresom fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
Ensayo fluide Fluida fluidz fluida Auids fluida fluida fluida fluida
4588 45016 45424 5040 5042 5044 SO4E 50412 5580
Coliformes (UFC/m| 230 210 140 80 100 60 80 40 50
totales
Muestra Leche Lache Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresom fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
Ensayo Ffluida fluida fluids fluida fluids fluids fluida fluidn fluida
5542 5504 55A8 55412 BOAD G0AL 6042 6044 6OAG
Coliformes{UFC/ml| 60 50 30 20 70 an 20 5 3
totales

Lambayeque, Julic del 2022

Correo: contacto@microservilab.com Cel: 949019545
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B.4. Analisis microbiolégico — Muestra 02 — Coliformes Totales (CT) —

Objetivo Especifico 02

LABORATORIO DE
-mafifl = ENSAYOS TECNICOS

=i 0 “MICROSERVILAB”
MICR - sERvILAR LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAYQ N2 733
I. DATOS DEL SOLICITANTE:

+ Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
1. PROYECTO:
* Estabilizacion fisico-quimica, microbiologica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasdnico pre pasteurizacidon

ML DATOS DE LA MUESTRAS

MNombres : Leche fresca fluida

Forma de presentacion - Jeringa de 20 ml

Estado del envase : Bueno

Naturaleza del envase : Plastico

Temperatura =T

Procedencia : Lambayeque-Lambayeque

Codigos de las muestras : CR4;PT4;40B0;40684;40B8; 40B16; 40624
4580:4584;4588; 45516; 45624; 50B0;5082;5084;
S0BS; 50B12; 55B0;5582;55B4;5588; 55812;
60B0;6081;6082; G0B4; 6066

Llegada al laboratorio : 11-07-2022

Fecha de analisis :11-07-2022

V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-5A)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 4: Enumeration of Escherichia coli
and the Coliform Bacteria. Bacteriological Analytical Manual (BAM)

VL RESULTADO DEL ENSAYOS

1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
Ensayo fuida Fluida fluida fluida fluida fluida fluida fluida fluida
CR4 PT4 2080 4084 4088 40816 40824 4580 4564
Coliformes (UFC/ml)| 380 4] 130 280 470 560 1410 105 150
totales
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche: Leche Leche Leche
fresea freses fresca Fresea fresca fresea fresca fresea fresea
Ensayo fluida Fluida fluida Fluida fluida fuida fluida fluids fluids
4588 45816 45824 5080 5082 5084 5088 50812 5560
Coliformes (UFC/ml) 390 450 1100 90 70 20 85 60 150
totales
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche Lache Leche
fresca frescs fraccs fresca frezcs fresca fraccs fresca fresca
Ensayo Fluida Fluida fluids fluida fluida Fluida Fluide Ffluids fluids
5562 5584 5588 55812 GOB0 60B1 6082 6084 GOBE
Coliformes (UFC/ml)| 100 60 40 35 110 &0 30 20 5
totales

Correo: contacto@microservilab.com Cel: 949019545
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C.1. Analisis microbiol6gico — Muestra 01 - Aerébios Mesofilos Viables

(AMV) — Objetivo Especifico 03

LABORATORIO DE
- ENSAYOS TECNICOS
“MICROSERVILAB”

LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAYO N2 734

g 2| |
MicR - serviLAB

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
»  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
. PROYECTO:
* Estabilizacidn fisico-quimica, microbiolégica y funcional de leche de vaca (Bos taurus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasonico pre pasteurizacion

liL. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacién - Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
MNaturaleza del envase : Plastico
Temperatura :5°%C
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque

Codigos de las muestras I POA;P1ADP1AZ;P1AS; P1AE; P1AL10;P1AL12
P2ADP2AZ;P2AS; P2AS; PZAL0P2A12;

PTAQ;PTAZ;PTAS; PTAS; PTALD;PTALZ.

Llegada al laborataria - 07-08-2022
Fecha de analisis : 07-08-2022
V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO
V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-5A)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 3: Aerobic Plate
Count_Bacteriological Analytical Manual (BAM)
V. RESULTADO DEL ENSAYOS
1. Determinacion de criterios microbiologicos
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresen fresen fresea fresca fresca fresca
Ensayo Fluida fluida fluida Fluida Auida fuida fluida
POA PLAD PLA2 P1AS PLAB PLALD P1A12
Aercbios (UFC/ml) | 207900 5,040 8715| 11,025| 14000 3,900 2,900
mesofilos viables
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresen fresen fresea fresca fresea
Ensayo Fluida fluida fluida Fluida uida fluida
P2AD P2AZ P2AS P2AS P2A10 P2a12
Aerobios (UFC/ml) 680 1,073 1,180 1,500 1,300 800
mesofilos viables
Muestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca freses freses fresea fresca fresea
Ensayo Fluida fluida fluida Fluida Aluida fluids
PTAD PTAZ PTAS PTAS PTAL0 PTALZ
Aerobios {UFC/mi) 960 885 225 320 280 210
mesofilos viables

Lambayeque, Agosto del 2022

Correo: contacto®@microservilab.com Cel: 949019545
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C.2. Analisis microbiol6gico — Muestra 02 - Aerébios Mesofilos Viables
(AMV) — Objetivo Especifico 03

LABORATORIO DE
E =uffi = ENSAYOS TECNICOS
=31 e “MICROSERVILAB”
-SERVILAR LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAY(O N2 735

MGk

I. DATOS DEL SOLICITANTE:
®  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
II. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-guimica, microbiclogica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasanico pre pasteurizacion

L. DATOS DE LA MUESTRAS

Nombres : Leche fresca fluida

Forma de presentacion - Jeringa de 20 ml

Estado del envase : Bueno

Naturaleza del envase : Plastico

Temperatura 5%

Procedencia : Lambayeque-Lambayeque

- POBO:P1BO;P182;P1BS; P188; P1B10;P1B12
P280;P2B2:P285; P2BE; P2B10;P2B12;
PTBO;PTB2;PTBS; PTBS; PTB10;PTE12.

Cadigos de las muestras

Llegada al laboratorio 1 14-08-2022
Fecha de analisis : 14-08-2022
V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO
V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitaric de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-54)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 3: Aerobic Plate
Count_Bacteriological Analytical Manual (BANM)
V. RESULTADO DEL ENSAYOS
1. Determinacion de criterios microbiologicos
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
E fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
nsayo Fluida fluida fluida Fluids, fida fluida fiuids
POS P1B0 P182 P1B5 P1BE P1810 P1B12
Aerobios (UFC/ml) | 212,300 | 6,048| 9,188 9450 | 13,000 12,000 4,700
mesofilos viables
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresca fresca fresca fresca fresca
Ensayo Fluida fluida fluida Fluida Auidn fluida
P2BO P2B2 P185 P1BE P1B10 P1B12
Aerobios (UFC/ml) 3392 | 2,867 1,050 1,280 980 500
mesofilos viables
Muestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca freses freses fresea fresca fresea
Ensayo Fluida fluida fluida Fluida fluida fluids
PTBO PTB2 PTBS PTEE PTE10 PTB12
Aerobios (UFC/mi) 1216 | 1,066 450 360 240 180
mesofilos viables

Lambayeque, Agosto del 2022

Cel: 949019545

Correo: contacto®@microservilab.com
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C.3. Andlisis microbiol6égico — Muestra 01 — Coliformes Totales (CT) —
Objetivo Especifico 03

LABORATORIO DE
ENSAYOS TECNICOS

Tt o “MICROSERVILAB”
MICR - sErvILAR LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAY(O N2 736
I DATOS DEL SOLICITANTE:

®  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
II. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-guimica, microbiclogica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasanico pre pasteurizacion

liL. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacion - Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
Naturaleza del envase : Plastico
Temperatura c4°%C
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque

Cadigos de las muestras - POA;P1AQP1AZ;P1AS; P1AS; P1A1D;P1A12
P2AD;P2A2;P2A5; P2AR; P2A10;P2A12;
PTAD;PTAZ;PTAS; PTAS; PTAL0;PTA12.

- 07-08-2022

- 07-08-2022

Llegada al laboratorio

Fecha de analisis

TIPO DE ENSAYOS

MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitaric de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-54)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 4: Enumeration of Escherichia coli
and the Coliform Bacteria. Bacteriological Analytical Manual (BAM)

V. RESULTADO DEL ENSAYOS
1. Determinacion de criterios microbiologicos
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche Leche
E fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
nsayo fluids fluida fluids Fluida Fuide Fluide fluida
POA. PLAD P1A2 P1AS PLAE PLA10 PLA12
Coliformes (UFC/ml 5,600 240 F00 400 480 320 120
totales
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca fresca fresca fresca fresca fresca
Ensayo fluide Auids fluida fluida Auida fluide
P240 P2A2 P245 PIAS P2410 P2A12
Coliformes (UFC/ml 15 17 5 3 5
totales
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca freses freses fresea fresca fresea
Ensayo Fluida fluida fluida Fluida fluida fluids
PTAO PTAZ PTAS PTAS PTALD PTALZ
Coliformes (UFC/ml 25 180 10 15 13 11
totales

Lambayeque, Agosto del 2022

Cel: 949019545

Correo: contacto®@microservilab.com
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C.4. Andlisis microbiol6égico — Muestra 02 — Coliformes Totales (CT) —
Objetivo Especifico 03

LABORATORIO DE
. ENSAYOS TECNICOS

=l e “MICROSERVILAB”
MICR - sErvILAR LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAYO N2 737

I DATOS DEL SOLICITANTE:
®  Msc. Miguel Angel Solano Cornejo
II. PROYECTO:
“ Estabilizacion fisico-guimica, microbiclogica y funcional de leche de vaca (Bos tourus)
en almacenamiento refrigerado por tratamiento ultrasanico pre pasteurizacion

L. DATOS DE LA MUESTRAS
Nombres : Leche fresca fluida
Forma de presentacion - Jeringa de 20 ml
Estado del envase : Bueno
Naturaleza del envase : Plastico
Temperatura c4°%C
Procedencia : Lambayeque-Lambayeque
Caodigos de las muestras : POB;P1B0;P1B2;P185; P1B8; P1B10;P1B12
P2B0;P2B2:P2B5; P2BE; P2B10:P2B12;
PTEBO;PTBZ;PTES; PTES; PTB10;PTE12.
Llegada al laboratorio 1 14-08-2022
Fecha de analisis : 14-08-2022
V. TIPO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICO

V. DOCUMENTO NORMATIVO
-Reglamento sobre vigilancia y control Sanitaric de Alimentos y Bebidas (D5.007- 98-54)
-Food and Drug Administration (FDA), BAM Chapter 4: Enumeration of Escherichia coli
and the Coliform Bacteria. Bacteriological Analytical Manual (BAM)
V. RESULTADO DEL ENSAYOS
1. Determinacion de criterios microbiologicos

uestra Leche Leche Leche Leche Lache Leche Leche
E fresca fresca fresca fresca fresca fresca fresca
nsayo fluids fluida fluids Fluida Fuide Fluide fluida
POB P1B0 P182 P1BS P1EE P1810 P1B12
Coliformes (UFC/ml 5,800 450 380 350 300 240 156
totales
uestra Leche Leche Leche Leche Lache Leche
fresca fresca fresca fresca fresca fresca
Ensayo fluide Auids fluids fluida Auida fluide
P2ED P2B2 P285 P2BB P2810 P2B12
Coliformes (UFC/ml 20 17 8 10 10 5
totales
uestra Leche Leche Leche Leche Leche Leche
fresca freses freses fresea fresca fresea
Ensayo fluidn fluida fluida fluida fluida fluida
PTBO PTB2 PTES PTBE PTBLD PTE12
Coliformes (UFC/ml 50 20 10 20 15 15
totales

Lambayeque, Agosto del 2022

Correo: contacto®@microservilab.com Cel: 949019545
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ANEXO 03. ANALISIS ESTADISTICO OBJETIVO ESPECIFICO 01
A.1. Aerobios Mesofilos Totales (AMV) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasonico

(13
u

Archivo Editar Graficar Describir  Comparar  Relacionar  Prondsticos CEP DDE  SnapStats!  Herramientas Ver Ventana Ayuda

CDHER ERsc B BYE S EnDd Bl PSR E

@ Libro de D atos Eﬂ "ﬁ I]':L-bc +: +* 4"?‘ ‘L\ Q . [EF? %7 Etiqueta: | m Fila:| m
‘ Statd dvisor
E StatlG allery Ty — - .
Amilisis de Varianza para AMVY - Suma de Cuadrados Tipo IIT
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Racén-F | Valor-P
l Comentario: del StatFaolic EFE'(_:TOS PFI\_ICIPALE’S _ _
e s A:Tipo Aplicacion 0.001875 1 | 00018735 0.07 0.7967
il Atributos del Dissfio Multl | ['B-Nivel Energia 101363 2 0507825 19.64 0.0023
B ANODVA Multactorial - 41| | |INTERACCIONES
AB 0.01933 2 |0.000675 0.37 0.7029
RESIDUOS 0.15515 6 |0.0258383
TOTAL (CORREGIDO) 1.19203 11
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Multiple Rangos para AMYV por Nivel Energia
Meétodo: 93.0 porcentajs Tukey HSD
Nivel Energia | Casos |MedialS | Sigma s Grupos Homogéneos
3 4 2.67 0.0804026 |X
2 4 29323 0.0804026 |X
1 4 33735 0.0804026 X
Contraste | Sig | Diferemcia |+~ Limites
1-2 ® 04423 0348885
1-3 = 0.348885
2-3 0.2623 0.348885
* indica una diferencia significativa.
El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. L
la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 2 pares indica que estos
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 3.0% de confian=a. En la parte superior de la pdgina, se han identificado 2 @
homogéneos segin la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamer
(HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que une o mds pares son significativamente diferentes, cuando la dife
) L[ IR we] =8 e ==

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Nivel de Energia de Proceso

1= Continua 1=0.1 kd/mL

2= Pulsada 2=0.3 kd/mL

3=0.5 kd/mL
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A.2. Aerobios Mesoéfilos Totales (AMV) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada

m STATGRAPHICS Centurion - AMV Paso 02.sgp
Archivo Editar Graficar Describir Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE SnapStats! Herramientas Ver Ventana Ayuda

DEER ERs R =B ESreEnded P48 B

E Libro de Datos 'ﬁ da*c t:* n 1_,\} (G . BF? £ Eliquetacl [ ) Fila:l "

‘ Statadvisor

Bf statGal - ——

L g Tabla ANOVA para AMV por Proceso

StatReporter Fuiente Suma de Cuadrades |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P

. Comentarios del StatFolic Entre grupos | 3.95749 7 0.565356 22.57 0.0001

] s Intra grupos 0.20035 8 0.0250438

Gla] Atributos del Disefio Facll | [Total (Corr) [4.15734 15

Analizar Experimento -

= ) ) El StatAdvisor )

Gilz Analizar Experimento - La tabla ANOVA descompone la varianza de AMV en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F,
que en este caso es igual 2 22.5747, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prusba-F es
menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de AMV entre un nivel de Proceso y otro, con un nivel del 95.0% de
confianza Para determinar cudles medias son significati dife de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones
Tahulares
Pruebas de Multiple Rangos para AMV por Proceso

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Proceso | Casos | Media | Grupos He

8 2 245 X

4 2 265 X

7 2 269 X

El 2 2875 XX

6 2 299 XX

5 2 3335 X

2 2 3415 X

1 2 4.09 X

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 - 0.675 0.627186
1.3 . 1215 0.627186
1-4 = 144 0.627186
1-5 = 0.755 0.627186
1-6 - 1.1 0.627186
1-7 * 14 0.627186

. AMV Paso ... @@WE ° StatAdvisor
<

Use el botén derecho del mouse para seleccionar opciones

£ Buscar

(*) Leyenda

0,

Tipo de Proceso

1= Leche Cruda 5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL

2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml 6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL

3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml 7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL

4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml 8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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)

B.1. Coliformes Totales (CT) (*)
ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasénico

Archivo  Editar  Graficar Describir  Comparar  Relacionar  Prondsticos CEP DDE  SnapStats!!  Herrarnientas  Ver Ventana Ayuda

OHEE g ERs @ Bereir CreEmndwid ?24L8 B

ﬁ Libro de D atos El "ﬁ I]tR!c *: + "{'* 1& @ . e 32 Etiqueta:l “ Fila:l M
’ Statddvisor
E Staifialery Aniillisis de Varianza para CT - Suma de Cuadrados Tipo III
T | StatReportsr Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Racén-F | Valor-F
. Comentarios del StatFolic EFE'(_:TOS P_IU‘\_ICIPALES _ _
A:Tipo Aplicacion 0.003675 1 |0.003673 0.08 0.7773
Atibutos del Disefio MUtl | "B Nivel Enerzia 3.93663 2 |196833 1630 [0.0002
ANDWA Multitactorial - ©) | [INTERACCIONES
AB 0.01145 2 0.003723 0.14 0.8731
RESIDUOS 0.25183 6 0.041973
TOTAL (CORREGIDO) 4.20362 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miltiple Rangos para CT por Nivel Energia

Metedo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Energia | Casos | Media LS |Sigma LS | Grupos Homogéneos
3 4 112 0.102430 X

2 4 21125 0102430 [ x

1 4 2475 0102430 | x

Contraste | Sig. | Diferencia |+~ Limites

1-2 0.3623 0.444506

1-3 * 1.353 0.444506

2-3 * 0 0444506

* indica una difersncia significativa.

El StatAdvisor
Exsta tabla aplica un procedimisnto de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de

1a salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 2 pares indica que estos parss muestran
difersncias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pdgina, se han identificado 2 grupos
homogénzos segin la alineacion de las Xs en columnas. No existen difersncias estadisticamente sipnificativas entre aquelios niveles que compartan una
misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias procedimiento de diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mds pares son significativamente difersates, cuando la difersncia real es
it 2 04

] [ ][ ] == IQ [= [= | = [ [@|[= ] == I =N ENE)

Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Nivel de Energia de Proceso

1=

Continua 1=0.1 kd/mL

2=

Pulsada 2=0.3 kd/mL

3=0.5 kJ/mL
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B.2. Coliformes Totales (CT) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada

"2]

Archivo Editar Graficar Describir  Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE  SnapStats!!  Herramientas Ver Ventana Ayuda
- F H + .

DEER<EBREs R BB ECrENSdwE ?4e B
@ Libro de Datos E‘] H = "ﬁ dL'lgc +:+ "" \ @ B2 2 Etiqueta:| ith Fila:| ith
o Statddvizor B

StatGial =
@ Analen Tabla ANOVA para CT por Proceso
i StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |G | Cuadrado Medio | Recén-F Valor-P
. Comentarios del StatFolic Entre grupos 21,7127 7 3.10181 _ 93.18 0.0000
Intra grupos | 0.2663 3 0.0332873
B8 avibutos del Disefio Fac!| | [Torl (Comr) |21.878 =
E&l ANOvA Simple - CT por |
El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de CT en dos componentes: un componente entrs-grupos v un compoenente dentro-de-grupos. La razon-F,
que en este caso s igual a 93.1826, es el cociente entre el estimado entre-grupos v el estimade dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de 1a prusba-F es
menor que .03, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de CT entre un nivel de Proceso y otro. con un nivel del 93.0% de
confianza. Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, seleccions Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruehas de Multiple Rangos para CT por Proceso

Meétodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD

Proceso | Casos | Media | Grupos Homogéneos
2 -1.0 X
7 2 1.09 X
4 2 1.15 X
6 2 2.063 X
3 2 216 XX
2 2 245 XX
3 2 23 XX
1 2 2.863 X
Comiraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 0.413 0.723082
1-3 0.703 0.723082
1-4 = 1715 0.723082
1-3 0.363 0.723082
1-6 = 0.8 0.723082
1-7 = 1775 0.723082
= L | [e [= ] = I') e @] = Iﬁ (= =] = I (= =]

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL
2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml 6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL
3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml 7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL
4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml 8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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C.1 Acidez Titulable (% Acido LActico) (*)
ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasénico
"3

Archive Editar Graficar Describir  Comparar  Relacienar Prondsticos CEP DDE  SnapStats! Herramientas Ver Ventana Ayuda

OHE B ERs | g BxwiEresndwid 248 B

ﬁ Libra de Datos ES Eﬂ .‘ﬁ 'i.labc +: + 4?* 1& G‘l . 2 %7 Etiqueta: N Fila: M
Statddvisor i [
E% Sratoal [ [= @ ]=]
sl Analisis de Varianza para Sensibilidad al Cuajo - Suma de Cuadrados Tipo IIT ~
] StatFeporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medie | Racén-F | Valor-P ColsE
. Comertanos del StatFolic EFECTOS PRINCIPALES
i A:Tipo Aplicacion 31212 1 [3.1212 0.51 0.5023
i Atrioutos del Disefio Mukt| | [ BNivel Energia 118432 2 [200216 034 0.7240
ANDVA Multifactorial - 5| | |INTERACCIONES
AB 14.0915 2 |1.04573 115 03783
RESIDUOS 36.8183 6 |6.13638
TOTAL (CORREGIDO) 38.2153 11
Todas las razones-F s basan en el cuadrade medio del error residual
El StatAdvisor
Latabla ANOVA descompone la variabilidad de Sensibilidad al Cuajo en contribuci debidas a varios factores. F1
cuadrados Tipo III (por omisidn), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos dz los demds factores
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que ningin valor-P es menor que 0.03, ninguno de los fac
estadisticamente significativo sobre Sensibilidad al Cuajo con un 93.0% de nivel de confianza. v
Pruehas de Multiple Rangos para Sensibilidad al Cuajo por Tipo Aplicacion ~
Método: 23.0 porcentaje Tukey HSD
Tipo Aplicacion Casos | Media LS |Sigma LS | Grupes Homogéneos
1 6 14.0333 1.0113 X
2 6 153.0333 1.0113 h:d
|C‘o}m'a:fe |S."g. ‘D;i?}'ﬂrc."a | =/~ Limites |
[1-2 [ [-1.02 [3.40057 |
* indica una diferencia significativa. :
El StatAdvisor el
Esta tabla aplica un procadimiento de comparacion multiple para determinar cuidles medias son significativamente difi
1a salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay diferencias estadisticamente significativa
un nivel del 93.0% de confianza En la parte superior de la pdgina, se ha identificado un grupe homogéneo, segin laa
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. E
Aicrriminar antra las madiae ae al mrncadimisntn da difarancis hansctimanta simnifisative (ST da Trlatr M acta.
< , | [@ =] == IO [@][@] = I@ [@ =] == I =

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Nivel de Energia de Proceso

1= Continua 1=0.1 kd/mL

2= Pulsada 2=0.3 kd/mL

3=0.5 kd/mL
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C.2. Acidez Titulable (% Acido L&ctico) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada

m STATGRAPHICS Centurion - Sens Cuajo Paso 02.5gp

Archive Editar Graficar Describir  Comparar  Relacionar  Prondsticos CEP DDE  SnapStats!!  Herramientas Ver Ventana Ayuda

DHER*ERS (R BYHE St mnd»d ? L8 B

@ Libro de Datos |‘?_§] Ej "% IiDI;‘c +: + "'ﬁ \ & e o Etiqueta:| m Fila:|
Statddvisar
’ AMNOVA Simple - Sens Cuajo por Proceso EI@
Statl all -
@ Atsalen Tabla ANOVA para Sens Cuajo por Proceso ~ L
| StatReparter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P -1
. Comentarios del StatFolic ilmre grupos i?;iig ; ‘ji-‘ﬁl %: 324 00164
— tragrupos 453407 36.673
| avibutos del Disefto Fac| | o (Com) |24 =
EfE] anOva Simple - Sens Cu
. El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de Sens Cuajo en dos componentes: un components entre-grupos ¥ un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 524242, es el cociente entre el estimado entre-grupos v el estimado dentro-de-prupos. Puesto que el valor-P dela
prueba-F es menor que (.03, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Sens Cuajo entre un nivel de Proceso y otro, con un
nivel del 93.0% de confianza. Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, seleccions Pruebas de Multiples Rangos, dela
lista de Opciones Tabulares. v
Pruebas de Miiltiple Rangos para Sens Cuajo por Proceso ~
Meétodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso  |Cases | Media | Grupes Homogéneos
3 2 1219 |x
3 2 13775 |
1 2 1395 |X
2 2 1428 X
7 2 1511 |x
4 2 1563 |X
6 2 16273 |X
3 2 43.75 X
Contraste | Sig | Diferencia | =/~ Limites —
1-2 -0.33 20.8363 :
1-3 1.76 20.8363
1-4 -1.68 298363
1-3 0.175 20.8363
1-6 -2.325 20.8363
1.7 A 70 2343 v
= , | I@IIEIISSIO Iﬁllﬁlalﬁ I@IIEIISSI [ | = | =

Use el boton derecho del mouse para seleccionar opciones

(*) Leyenda

Tipo de Proceso

1= Leche Cruda

5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL

2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml

6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL

3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml

7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL

4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml

8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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D.1. pH (*)
ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasénico

"2

Archive Editar Graficar Describir  Comparar  Relacionar Prondsticos CEP DDE  SnapStats!  Herramientas Ver Ventana Ayuda
DEERxOREs /R o B¥wiCreEnd wdd4e B
fE Libro de Datos = S= dp s 0 5 @ BB 4 Elqea] M Fia #H

Statédvizar [ B
E’ESHGII = [= [ =]
aaslen Analisis de Varianza para pH - Suma de Cuadrados Tipo III ~
StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Racén-F | Valor-P
. Comentarios del StatFolic EEE(?TOS P_RI\_ICIPALE’S
EE L ] A:Tipo Aplicacion 0.0208333 100208333 0.24 0.6396
Atributos del Disefio Mult) | "B Nivel Energia 0.01115 2 [0.003375 0.07 09377
EEE amOva Mulifactorial - pt| | |EVIERACCIONES
AB 0.0106167 2 [0.00530833 0.06 0.9406
RESIDUOS 0.5143 6 |0.08573
TOTAL (CORREGIDO) 0.3571 11
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la variabilidad de pH en contribuci debidas a varios factorss. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo
III (por omisién), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demds factorss. Los valores-P prueban la significancia estadistica
de cada une de los factorss. Puesto que ningin valor-P es menor que 0.03, ninguno de los factorss ¢ interacciones tizne un efecto estadisticaments
significative sobre pH con un 93.0% de nivel de confianza. v
Pruebas de Multiple Rangos para pH por Tipo Aplicacion ~
Meétodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Tipo Aplicacion Casos | Media LS |Sigma LS | Grupos Homogéneos
1 6 6.38333 0119348 [x
2 6 6.46667 0119348 [x
|C‘0}m'a:fe |S."g. ‘D;&;wrcr’a | +/- Limites |
[1-2 [ [-00833333 0413601 |
* indica una diferencia significativa.
El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimisnto de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de
1a salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay difersncias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con
un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pdgina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualments para
Aiceriminar antea lae madiae as al mencadimiantn da difarsncia hanastamants simnificatis (ST da Trlasr Moo acts matndn hasr n dasen dst § 092 a1 v
< , | I@IIEIISZIO I@Ilﬁlﬂlﬁ I@IIEIIEEI [& =] = ||

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Nivel de Energia de Proceso

1= Continua 1=0.1 kd/mL

2= Pulsada 2=0.3 kd/mL

3= 0.5 kd/mL

142




D.2. pH (¥

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada
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L)
StatGall
E_E Aaale Tahla ANOVA para pH por Proceso
StatReparter Fuente Swma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razén-F Valor-P
. Comantarias del StatFalic Entrs grupos | 0.0913937 7 0.0130362 0.12 0.9802
Intra grupos 0.55833 8 0.0697938
%g Atributos del Dizefio Facl Total (Corr) | 0.649744 1
ANDVA Simple - pH por |

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de pH en dos componentes: un componente entre-grupos v un componente dentro-de-gropos. La razon-F,
que en este caso ez igual a 0.187069, es el cociente entre el estimado entre-prupos v el estimado dentro-de-prupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es
mayeor o igual que (.03, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de pH entre un nivel de Proceso y otro, con un nivel del
95.0% de confianza.

Pruehas de Multiple Rangos para pH por Proceso

Método: 93.0 porcentajs Tukey HSD

Proceso  |Casos |Media | Grupos Homogéneos
3 2 6315 [X
1 2 6.37 X
2 2 6.38 X
3 2 6.44 X
4 2 6433 |®
7 2 6.48 X
6 2 6.48 X
8 2 6373 [X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 -0.01 1.04702
1-3 0.033 1.04702
1-4 -0.083 1.04702
1-5 -0.07 1.04702
1-6 -0.11 1.04702
1-7 -0.11 1.04702
1-8 0205 104702
. . Iillﬂlszl'o Igllﬂlﬂlﬁ Igllﬂlml (@ [=]

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL
2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml 6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL
3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml 7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL
4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml 8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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E.1. Variacion de Color CIEL*a*b* (AE) (*)
ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasonico
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Al Anilisis de Varianza para Variacion Color Lab - Suma de Cuadrados Tipo III ~
StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Racon-F | Falor-P
. Comertarios del StatFolic EFE(_:TOS P_RI\_ICIPALES
L o A:Tipo Aplicacion 1.84083 1 |1.84083 474 0.0724
[ Atibutos del Dissfio Mult] | B Nivel Energia 361162 2 |180381 163 0.0603
E Analizar Experimenta - Vi INTERACCIONES
AB 0.161817 2 |0.0808083 021 0.8176
RESIDUOS 2.3309 6 [0.388483
TOTAL (CORREGIDQ) 1.94517 11
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Variacion Color Lab en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo II (por omision). la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demsds factores. Los valores-P prueban la
sipnificancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que ningin valor-P es menor que 0.03, ninguno de los factores 6 interacciones tiene un efecto
estadisticamente significativo sobre Variacion Color Lab con un 95.0% de nivel de confianza. v
Pruebas de Miltiple Rangos para Variacion Color Lab por Tipo Aplicacion ~
Método: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Tipo Aplicacion Casos | Media LS | Sigma LS | Grupes Homogéneos
2 ] 1.82667 0254455 |X
1 ] 261 0254455 |X
|C‘ofm'a:fe |,E‘."g. |D;-’wmc."a | +/- Limites |
[1-2 [ [0783333  [o8s0532 |
* indica una diferencia significativa.
El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimisnto de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de
1a =alida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay difersncias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con
un nivel del 93.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo | geneo, seEii la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para
Aizrriminar antes fas madias 2 ol swneadimisntn da difarancis hnnastamants simnifieatios (EETH da Tolass Can aska mdtndn hass i riaeen dal 5 090 af
. L | |@||EI|53|¢ IEF‘IIEIISSIﬁ IQIIEISZI [& |[= ] =

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Energia de Proceso

1 Continua 10.1 kd/mL

2 Pulsada 2 0.3 kJ/mL

3 0.5 kd/mL
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E.2. Variacion de Color CIEL*a*b* (AE) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada
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Statddvizor = R
% StatGaller e LS
— v Tabla ANOVA para Variac Color Lab por Proceso ~
i StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |G | Cuadrado Medic | Racén-F Valor-P
. Comentarios del StatFolic Entrs grupos [ 164109 7 |234441 8.05 0.0043
Intragrupes | 2.3311 3 0.201388
[ Atibutos del Dissfio Facl| | [Toral (Corr) 18742 3
B anova Simple - Variac €
" El StatAdvisor

La tabla ANOWVA descompone la varianza de Variac Color Lab en dos componentes: un componente entre-grupos v un componente dentro-de-grupos.
Larazon-F, que en este caso es igual a 8.04368, es el cociente entre el estimado entre-grupos v el estimado dentro-de-gropos. Puesto que &l valor-P de la
prueba-F es menor que 0.03, existe una difersncia estadisticamente significativa entre la media de Variac Color Lab entre un nivel de Proceso v otro, con

un nivel del 93.0% de confianza. Para determinar cudles medias son significativamente difersntes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la

lista de Opciones Tabulares. v

Pruebas de Multiple Rangos para Variac Color Lab por Proceso ~

Método: 93.0 porcentaje Tukey HSD

Proceso  |Casos | Media | Grupos Homogéneos

1 2 0 X

3 2 0.74 XX

3 2 1.06 XX

2 2 20 XXX

6 2 2025 |Xx

7 2 2395 XX

3 2 248 XX

4 2 3.33 X

Contraste | Sig. | Diferencia | =/~ Limites

1-2 2.0 213933

1-3 = -2.48 213933

1-4 = -3.33 213933

1-3 -1.06 213933

1-6 -2.025 213933

1 7 = 7208 712035 v
. L[ FET=T% [FIET=TE [FeT=1E (@@ ] =&

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL
2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml 6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL
3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml 7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL
4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml 8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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F.1. % de Sinéresis de Sélidos (*)
ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasonico
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Statddvisor i - [
E’Esusu e [= ==
— ey Analisis de Varianza para % Sineresis - Suma de Cuadrados Tipo III ~

] StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razén-F | Valor-F
. Comentarios del StatFolic EFE'(_:TOS PEI\_ICIPALES — — — —
| ! s A:Tipo Aplicacion 0.238133 1 |0.258133 206.51 0.0000
it Awibutos del Disefio Mult] | "B Nivel Energia 0.0837167 2 [0.0428583 3420 0.0003
ANOVA Multfactorial- % | | |INTERACCIONES
AB 0.0930167 2 |0.0465083 3721 0.0004
RESIDUOS 0.0073 6 |0.00125
TOTAL (COREEGIDO) 0.444367 11
Todas las razones-F s basan en el cuadrade medio del error residual
El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la variabilidad de %5 Sineresis en contribuci debidas a varios factores. Puesto que s ha escogido la suma de cuadrados

Tipo III (por omisién), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demds factores. Los valores-P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factorss. Puesto que 3 valorss-P son menorss que 0.03, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre

%o Sineresis con un 93.0% de nivel de confianza. v
Pruebas de Multiple Rangos para % Sineresis por Tipo Aplicacion A
Meétodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD

Tipo Aplicacion Cases |Media LS | Sigma LS Grupos Homogéneos

1 6 0.185 00144338 |X

2 1] 0478333 [0.0144338 X

| Confraste | Sig. | Diferenci | =/~ Limites |

[1-2 [*= [0203333  Jood00475 |
* indica una diferencia significativa. -
El StatAdvisor l
Esta tabla aplica un procedimisnte de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de
1a salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra difersncias
estadisticamente significativas con un nivel del 93.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogeneos segin la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna dz X's. v

antes las madize ac al smencadimisntn da difarsncia hansstamants simnifinative (TETW da Trlrac: S

Tl amdbndn dandn o ! v Ai

[ [@][=] = l'o [@|[=] = |5

[@ = | = |5

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Energia de Proceso

1 Continua 10.1 kd/mL

2 Pulsada 2 0.3 kJ/mL

3 0.5 kd/mL
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F.2. % de Sinéresis de Sélidos (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada
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Statadvisor = [ —
E’ESHGII [= [ = =]
— ataslen Analisis de Varianza para % Sineresis - Suma de Cuadrados Tipo III ~
ﬁ StatReporter Fuente Swma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medieo | Racon-F | Valor-P
. Comentarios del StatFolic EFE(_:TOS P_lU‘\_ICIPALES _ _ _
A:Tipo Aplicacion 0.258133 1 |0258133 206.51
Atibutos del Disefio MUl| | "B Nivel Energia 0.0837167 2 [0.0428383 3429
ANOVA Mulifactorial - % | | |INTERACCIONES
AB 0.0930167 2 |0.0465083 3721 0.0004
RESIDUOS 0.0073 6 |0.00123
TOTAL (CORREGIDO) 0.444367 11
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la variabilidad de %5 Sineresis en contribuciones debidas a varios factorss. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrades
Tipo III (por omision), la contribucion de cada factor s2 mide eliminando los efectos de los demds factores. Los valores-P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factorss. Puesto que 3 valores-P son menores que (.03, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
%o Sinerzsis con un 93.0% de nivel de confianza. v
Pruebas de Multiple Rangos para % Sineresis por Nivel Energia ~
Meétodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Nivel Energia | Casos |Media LS  |Sigma LS Grupos Homogéneos
1 4 0.2373 X
2 4 0.313 X
3 4 0.4423 X
Contraste | Sig. | Diferencia | =/ Limites
1-2 = 3 0.0767074
1-3 = 0.0767074
2-3 # 0.1273 0.0767074
* indica una diferencia significativa.
El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de v
) ,|® EIe] =% EAEN EAEN = BN

(*) Leyenda

Tipo de Proceso

1= Leche Cruda

5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL

2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml

6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL

3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml

7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL

4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml

8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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G.1. Viscosidad (cp) (*)
ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasonico

s
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° Statédvizor r-'_= .

StatGal —
@ ataleny Anilisis de Varianza para Viscosidad - Suma de Cuadrados Tipo III
StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
. Comentariog del StatFolic EFE(_:TOS P.RJ'_\.ICIE'_-‘\.LES _
A:Tipo Aplicacion 0.00213333 1 [0.00213333 0.00 0.9493
Bz Atibutos del Disefio Mul| | [B-Nivel Enersia 0.04633 2 [0.023173 0.03 0.9542
E Analizar Experimenta - Vi INTERACCIONES
AB 0.0815167 2 |0.0407583 0.08 0.9213
RESIDUOS 29414 6 0.490233
TOTAL (CORREGIDO) 3.0714 11

Todas las razones-F se bazan en el coadrade medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Viscosidad en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados
Tipo II (por omision), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demds factores. Los valores-P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factores. Puesto que ningin valor-P es menor que 0.03, ningune de los factores 6 interacciones tiene un efecto
estadisticamente significativo sobre Viscosidad con un 93.0% de nivel de confianza.

Pruebas de Miltiple Rangos para Viscosidad por Tipo Aplicacion

Meétedo: 23.0 porcentaje Tukey HSD
Tipo Aplicacion Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos

2 6 3.52667 0285842 |X
1 6 3.53333 0283842 |X
|C‘orrf}'a:fe |S."g. |D§-’W'em."a |—.-'-L."m."fe: |
[1-2 [ [0.0266667 [0080146 |

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Exsta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuidles medias son sipnificativamente diferentes de otras. La mitad inferior de
la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias. con
un nivel del 93.0% de confianza. En la parte superior de la pdgina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para

Aiprriminar antra lae madiae ae al rencadimiantn da difarancis hanactamanta cimnificatices AT As Tolasr Con acta matndn hazr 1 riaenn dal 5 004 a1

. Viscosidad |E“E| & Io StatAdviso |E”E' & Iﬁ:f?ff? e |E”E| &2 I

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Energia de Proceso

1 Continua 10.1 kd/mL

2 Pulsada 2 0.3 kJ/mL

3 0.5 kd/mL

148



G.2. Viscosidad (cp) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada
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Statddvisor i - B
% Statl aller £ =] F
'_ i Tabla ANOVA para Viscosidad por Proceso
@ StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadradoe Medio | Razén-F Valor-F
. Comentarios del StatFalic Entrs grupos D.3318?4 7 [0.0502705 0.13 0.9932
= Intra grupos 3.14785 3 0.393481
G Atributos del Disefio Facl Total (Corr.) |3.40074 15
22 anOva Simple - Viscosic

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Viscosidad en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 0.127738, es el cociente entre el estimado entre-grupos v el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P dela
razon-F es mayor o igual que 0.03, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Viscosidad entre un nivel de Proceso v otro,
con un nivel del 93.0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Viscosidad por Proceso ~
Metodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso  |Cases | Media | Grupos Homogéneos
6 2 342 X
7 2 345 |x
3 2 3495 |x
2 2 b} | X
4 2 3635 X
3 2 3705 X
3 2 3705 |®
1 2 5.88 X
Contraste | Sig. | Diferencia |+~ Limites -
1-2 0.37 2.48604 r
1-3 0.385 243604 I
1-4 0.225 2.48604
1-3 0.175 2.48604
1-6 0.46 2.48604
1.7 0 425 2 48604 v
. L [EET=T% [EET=E (@ e] == (@ =] =

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL
2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml 6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL
3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml 7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL
4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml 8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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H.1. Turbidez de Suero (% de Sedimento en volumen) (*)
ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasonico

Lk
[
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Analisis de Varianza para Turbidez Suero (%) - Suma de Cuadrados Tipo IIT

] StatReporter Fuentz Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio  |Racén-F | Valor-P
u Comentarios del StatFaolic EFE(_:TOS PF‘T‘\_ICIP':&LES —
&= s A:Tipo Aplicacion 0.00440833 1 0.00440833 0.08 0.7838
Abributos del Dissfio MUt | "5 Nivel Energia 76374 2 38187 62.95 0.0001

ANOVA Multfactarial - Ti| | |INTERACCIONES
AB 0.660267 2 0.330133 6.03 0.0363
RESIDUOS 0.32733 ] 0.0345917
TOTAL (CORREGIDO) 3.62063 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Turbidez Suero (%%) en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo III (por omision), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demss factores. Los valores-P prusban la
sipnificancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que 0,03, estos factores tienen un efecto estadisticamente
significative sobre Turbidez Suero (3%) con un 95.0% de nivel de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Turbidez Suero (%) por Nivel Energia

Metodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Energia | Cases | Media LS |Sigmall | Grupes Homeogéneos
3 4 43175 0.116824 |X

2 4 3.5925 0.116824 X

1 4 62375 0.116824 X

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites

1-2 * 0.645 0.506927

1-3 * 1 0.506027

2-3 * 0.506927

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de

[ (@ |[=] = I'o (@ |[=] = Iﬁ (@ [ =] = I (& |[=]:

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP Energia de Proceso

1 Continua 10.1 kd/mL

2 Pulsada 2 0.3 kJ/mL

3 0.5 kd/mL
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H.2. Turbidez de Suero (% de Sedimento en volumen) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada

Archive Editar Graficar Describir  Comparar  Relacionar Prondsticos CEP DDE  SnapStats! Herramientas Ver Ventana Ayuda
- = H 4 - ot y
DHERXERs R B e SreEndwd ?44 B
@ Libra de Datos |‘§=_§I Ej "ﬁ |i£|gc +:+ "" \ @ Ee 2 Etiqueta:| it Fila:| ih
Statddwvizor [ - -
E% St = [= =]
= ataalen Tahla ANOVA para Turbidez Suero % por Proceso
|E] statReporer Fuentz Swna de Chadrades | GI_| Cuadrad Medio | RazanF. Vaor-P
. Comentarios del StatFolic Entre grupos 63.3961‘ 7 D.DS?JJ 201.14 0.0000
== .. o Intra grupos 0.36133 3 0.0431688
Atributos del Dizefio Facl Total (Corr) |63.9381 15
% Analizar Experimento -
Pruebas de Miiltiple Rangos para Turbidez Suero % por Proceso A
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso  |Casos | Media | Grupos Homogéneos
L] 2 0 X
1 2 282 X
4 2 4.083 X
7 2 433 X
3 2 5.46 X
6 2 3.725 XX
3 2 3.93 KX
2 2 6.5343 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 * -3.723 0.842208
1-3 * -2.64 (.842208
1-4 * 1 (.842208
1-5 # 0.842298
1-6 * 0.842298
1-7 * -1.73 0.842208
1-8 * 2.82 (.842208
2-3 * 1.0835 (.842208
2-4 * 246 0.842298
2-3 0.613 0.842298
2-6 0.82 0.842208 W
. (@ EIel=1% EEE EEEE B

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL
2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml 6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL
3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml 7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL
4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml 8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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I.1. Sensibilidad

al Cuajo (segundos para cuajado) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para efecto de tratamiento ultrasonico

Archivo Editar Graficar

DHEE g

@ Libro de Datos
’ Statddvizor
E StatGalleny
El
B

e

StatReporter
Comentarios del StatFolic

Atributoz del Disefio kulk

HEE

ANOVE Multifactarial - 51

Describir  Comparar  Relacionar Prondsticos CEP  DDE  5SnapStats!  Herramientas  Ver

Ventana

Ayu

ERs B == B ey e=ndewid P4

@ E Eﬁ 'ﬁ li-gbc +:* “'T* ‘L\. @{ . F? 7  Etigueta m Fila:’_
Bt == =]
Anailisis de Varianza para Sensibilidad al Cuajo - Suma de Cuadrados Tipo IIT ~ |
Fuenie Suma de Cnadrados |Gl | Cuadrads Medie | Razon-F | Valor-F
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo Aplicacion 3.1212 1 |3.1212 031 0.3023
B:Nivel Energia 418432 2 |200216 0.34 0.7240
INTERACCIONES
AB 14.0913 2 |7.04575 1.15 0.3783
RESIDUOS 36.8183 6 |6.13638
TOTAL (CORREGIDO) 582153 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrade medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Sensibilidad al Cuajo en contribuciones debidas a varios factores. P1
cuadrados Tipo 1T (por omision). la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demads factores
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que ningin valor-P es menor que 0.03, ningune de los fac
estadisticamente significativo sobre Sensibilidad al Cuajo con un 93.0%% de nivel de confianza.

W

Pruehas de Miltiple Rangos para Sensibilidad al Cuajo por Tipo Aplicacion

Mlétedo: 93.0 porcentaje Tukey HSD

Tipo Aplicacion Cases |Media LY |SigmalS | Grupos Homogéneos
1 ] 14.0333 1.0113 it

2 6 15.0533 1.0113 X

Contraste | Sig. | Diferencia |+~ Limites

1-2 -1.02 340057

* indica una diferencia sipnificativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente difi
1a salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay diferencias estadisticamente significativa
un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pdgina, se ha identificado un grupo homogéneo, seginlaa
existen difersncias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una mizsma columna de X{'s. E

Atorriminar sntra lac smmadiac a0 al swneadisionta da Aifarcncia hoanacotamonta cimaifieatices LT Aa Tolasr

Can acka .

~

T Ta&T

@[3 | =

(*) Leyenda

Tipo de Aplicacion de UAP

Energia de Proceso

1 Continua 10.1 kJ/mL
2 Pulsada 2 0.3 kd/mL
3 0.5 kd/mL
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I.2. Sensibilidad al Cuajo (segundos para cuajado) (*)

ANOVA y Prueba de Tukey para determinar diferencias entre muestras
con tratamiento ultrasénico y muestras de leche cruday pasterizada

m STATGRAPHICS Centurion - Sens Cuajo Paso 02.sgp

Archive Editar  Graficar Describir  Comparar  Relacionar  Prondsticos CEP DDE  SnapStats!!  Herramientas Ver Ventana Ayuda

DEEB BB LR Bxswr ErEnd »wi ®4Ld B
R Libro de Datos =] El D ol i @ BB o oeieets] M R[4

StatAdvisor

o AMNOVA Simple - Sens Cuajo por Proceso EIIEI

@ Statliallery Tabla ANOVA para Sens Cuajo por Proceso ~ L
||E| StetReporter Fuente Swma de Cuadrades |Gl | Cuadrado Medie | Razon-F Valor-P -1

u Comentarios del StatFalic Entre grupos | 2079.83 7 |297.118 5.4 0.0164
i Intra grupos  |433.407 b 36.6758

[ Atibutos del Disefio Fact| | [Torat (Corr) (233322 5

B ANDVA Simple - Sens Ct

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Sens Cuajo en dos componentes: un componente entre-grupos v un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 524242 es el cociente entre el estimado entre-grupos v el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
prueba-F es menor que .03, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Sens Cuajo entre un nivel de Proceso y otro, conun

nivel del 83.0% de confianza Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la

lista de Opciones Tabulares. v

Pruebas de Miltiple Rangos para Sens Cuajo por Proceso ~

Métedo: 23.0 porcentaje Tukey HSD

Proceso  |Cases |Media | Grupos Homoegéneos
3 2 12.19 X
3 2 13.775 X
1 2 1395 |%
2 2 1428 |%
7 2 15.11 X
4 2 1563 |X
6 2 16275 |X
3 2 48.73 X
Contraste | Sig | Diferencia | +/- Limites -
1-2 0.33 29.8363 -
1-3 176 298363 N
1-4 -1.68 19.85363
1-5 0.175 20.8363
1-6 -2.325 298363
1.7 1A 78 8343 v
i L | e |[= = IQ e |[= = Iﬁ e |[= == I e |= | ==

Use el botdn derecho del mouse para seleccionar opciones

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso Pulsado a 0.1 kJ/mL
2= Proceso Continuo a 0.1 kJ/ml 6= Proceso Pulsado a 0.3 kJ/mL
3= Proceso Continuo a 0.3 kJ/ml 7= Proceso Pulsado a 0.5 kJ/mL
4= Proceso Continuo a 0.5 kJ/ml 8= Leche Pasterizada (65 °C por 30
min)
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ANEXO 04. ANALISIS ESTADISTICO OBJETIVO ESPECIFICO 02
A. ANOVA y Prueba de Tukey en Acidez Titulable (% Acido Lactico) (*)

m STATGRAPHICS Centurion - Acidez.sgp

Archivo Editar Graficar Describir Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ayuda

DHER XERs R BLsBr CreEndrd 244

m Libro de Datos %] E E "ﬁ FI!L'*G «: + " t\\ (G . B2 7 Etiqueta| A Fila:| ih
P s ANOVA Simple - Acidez por Proceso fol[-E-| ]
E StatGalery Tabla ANOVA para Acidez por Proceso ~ [
StatReporter Fuenre Suma de Cuadrados |Gl | Cuwadrado Medio | Racén-F Valor-P
! Comentarios del StatFolic Entre grupos 0,093-!";14 6 0.0155786 0.78 0.6085
il o Tntra gropos | 0.13905 7 [0.0198643
G2 Atributos del Disefio Facl Total (Corr.)  |0.232521 13
ANDVA Simple - Acidez | v
Pruebas de Multiple Rangos para Acidez por Proceso A
Método: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso  |Casos | Media | Grupos Homogéneos
2 2 147 X
7 2 1.51 X
1 2 154 X
3 2 156 |X
5 2 1.65 X
6 2 1685 |X
4 2 1.69 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
1-2 0.07 0.558673
1-3 0.02 0.558673
1-4 -0.15 0.558673
1-3 -0.11 0.558673
1-6 -0.145 0.558673
1-7 0.03 0.558673
2-3 -0.09 0.558673
2-4 -0.22 0.558673
2-5 0.18 0.558673
2-6 0215 0.538673
1.7 004 0338673 I
3-4 -0.13 0.558673 —
3-5 -0.09 0.558673
3-6 0.125 0.558673
3-7 0.05 0.558673
4-3 0.04 0.558673
4-6 0.005 0.558673
4-7 0.18 0.558673 v
. . B | @B = I" StatAcvisor | & | 3 || 2 |ﬁ StatGallery |82 || B | &2 | ] statReporter |8

Use el boton derecho del mouse para seleccionar opciones

AR Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso 55 °C
2= Proceso 40 °C 6= Proceso 60 °C
3= Proceso 45 °C 7= Leche Pasterizada (65 °C
por 30 min)
4= Proceso 50 °C
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B. ANOVA y Prueba de Tukey en pH (*)

1 STATGRAPHICS Centurion - StatFalio sin titulo
Archivo Editar Graficar Describir  Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE  SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ayuda

DEER*ERsc /R mBYRIESreEndrd 2448

m Libro de Datos E '.ﬁ iI!t'c *:* | . B? 4 Etiqueta| i Fila ih
’ Stathdvisor Simple - pH por Proceso El i
EE StatGallery Tabla ANOVA para pH por Proceso ~
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
. Camentanios del StatFolic Fotre grupos  10.3032 6 J00s4 842 UL
T o Intra grupos | 0.0918 700131143
il Atributos del Disefio Facl Total (Corr) |0.587 13
m .
ANOVA Simple - pH por | Pruebas de Multiple Rangos para pH por Proceso ~
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media |Grupos Homogéneos
2 2 3.27 X
7 2 5.445 XX
3 2 54 X
1 2 5485 XX
4 2 J615 XX
6 2 319 X
3 2 5.85 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 0225 0453935
1-3 0.04 0.453935
1-4 £0.12 0.453935
1-5 -0.355 0.453935
1-6 -0.295 0453933
1-7 0.03 0453935
2-3 -0.183 0.433935
2-4 04539335
2-3 * 0453935
2-6 - 0.4539335
2-7 0.453935
-4 0.453933
3-5 0453935
3-6 0.453933
3-7 0.433935
4-3 0453935
4-6 0453933
4-7 0453933
7, 3 . Sin titulo @'E' & I‘ StatAdviso |i“£| = |E§‘.:t=f: er |£'@I = ‘|:'.Jtpi|_‘-f_'“.—;l _E

Use el botén derecho del mouse para seleccionar opciones

P Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso 55 °C
2= Proceso 40 °C 6= Proceso 60 °C
3= Proceso 45 °C 7= Leche Pasterizada (65 °C
por 30 min)
4= Proceso 50 °C
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C. ANOVA y Prueba de Tukey en Diferencia de Color CIEL*a*b* (AE) (*)

m STATGRAPHICS Centurion - StatFolio sin titulo
Archivo Editar Graficar Describir  Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE SnapStatsl! Herramientas Ver Ventana Ayuda

CDHER XERs QA Bl CSresnded P44 B

m Libro de Datos B H '.ﬁ FI!bD *:* i | . [F? 7 Etiquets| i Fila:| ih
P st ANOVA Simple - DifColor por Proceso =N R ==
E_E StatGalery Tabla ANOVA para DifColor por Proceso ~ |
StatReporter Fuente Swuma de Cnadrados |Gl | Cnadrado Medio | Racon-F Valor-P
- Comentarios del StatF ol Entre grupos 2)_)81 ! 6 4263352 55.85 0.0000
= o Intragropos | 0.33433 7 [0.0763357
fila] Atributos del Disefio Facl Total (Corr)  |26.1153 13
ANOVA Simple - DifColor
Pruebas de Multiple Rangos para DifColor por Proceso -
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media |Grupos Homogéneos
1 2 0 X
7 2 0435 |X
2 2 276 X
4 2 295 X
3 2 2963 X
3 2 33 X
6 2 3.695 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 - 1.09518
1-3 - 1.09518
1-4 * 1.09518
1-3 N 1.09518
1-6 - 1.09518
1-7 1.09518
2-3 1.09518
2-4 1.09518
2-3 1.09518
2-6 1.09518 -
2-7 * 1.09518 =
3-4 1.09518 B
3-3 1.09518
3-6 1.09518
3-7 = 1.09518
4-3 1.09518
4-6 -0.745 1.09518
A7 = 3 S8 1 NOs1Q
< > . Sin titulo . Iillil S I‘ StatAdwviso er ‘El

Use el botén derecho del mouse para seleccionar opciones

AL Escribe aquf para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso

1= Leche Cruda 5= Proceso 55 °C

2= Proceso 40 °C 6= Proceso 60 °C

3=Proceso 45 °C 7= Leche Pasterizada (65 °C
por 30 min)

4= Proceso 50 °C
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D. ANOVA y Prueba de Tukey por proceso en Sinéresis de Solidos (%
de volumen) (*)

B STATGRAPHICS Centurion - StatFolio sin titulo

Archivo Editar  Graficar

ODOHER XERS

Describir  Comparar  Relacionar Pronésticos CEP DDE SnapStats!!

Rl BrwrdrEndwd ?24e B

Herramientas

Ayuda

m Libro de Datos

DEHEHEBE S i Q@B L e

i i

Statddvisor
E% - ANOVA Simple - Sineresis por Proceso [ -E- =] |
—= Tabla ANOVA para Sineresis por Proceso A
E StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F Valor-P
. Comentarios del StatFolic Entre grupos 1.0272? 6 0.171214 391 0.0486
= o Intra grupos__ | 0.30635 7 [0.0437643
Atributos del Disefio Fac Total (Corr.) |1.33364 13
ANDVA Simple - Sineresi M
Pruebas de Multiple Rangos para Sineresis por Proceso A
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media |Grupos Homogéneos
7 2 1.38 X
6 2 1595 (X
3 2 1.69 X
4 2 1775 |X
3 2 1795 |X
2 2 2.15 X
1 2 22 X
Conrraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 0.05 0.829242
1-3 0.405 0.829242
1-4 0.425 0.820242
1-5 0.51 0.820242
1-6 0.605 0.829242
1-7 0.82 0.829242
2-3 0355 0.829242
2-4 0.375 0.829242
2-5 046 0.829242
2-6 0.555 0.829242 |
2-7 0.77 0.820242 —
3-4 0.02 0.820242 ul
3-3 0.105 0.829242
3-6 02 0.829242
3-7 0.415 0.829242
4-5 0.085 0.829242
4-6 0.18 0.829242
1.7 0305 n R v
< > . Sin titulo .. @'E‘ = Iq StatAdwviso ‘i”gl = Ilﬁ StatGaller |£|@‘ = Ilf'jtF‘—;prg"—;l E
mbAm Adarnche deol mmmirs mars calascian e A e
O Escribe aquf para buscar X

(*) Leyenda

Tipo de Proceso

1= Leche Cruda

5= Proceso 55 °C

2= Proceso 40 °C

6= Proceso 60 °C

3= Proceso 45 °C

7= Leche Pasterizada (65 °C
por 30 min)

4= Proceso 50 °C
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E. ANOVA y Prueba de Tukey de viscosidad (cp) (*)

i ] STATGRAPHICS Centurion - StatFalio sin titulo
Archivo Editar Graficar Describir  Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ayuda
IDEER PR |/gR|lcBYRr L CreEnd a2 488
m Libro de Datos E] "ﬁ ligbc *:+ n %\ R . 2 %/ Etiqueta i Fila:l i
Stat&dvisor
i’ ol EfE] ANOVA Simple - Viscosidad por Proceso = (=)
E talGialery Tabla ANOVA para Viscosidad por Proceso ~ |}
StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
. Camentarios del StatFalic Entre grupos 0'659311 f 0'1?9979 KX LU
oz ., o Intragrupos | 0.1447 7 0.0206714
Eilal Atibutos del Disefio Facl Total (Corr) | 0.804571 13
BEE snova sinpl - viscos v
Pruebas de Multiple Rangos para Viscosidad por Proceso ~
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Cases |Media |Grupos Homogéneos
6 2 6.775 (X
7 2 7.05 XX
3 2 71 XK
3 2 7125 |XX
1 2 1.26 XX
2 2 739 X
4 2 7.48 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 -0.13 0.56991
1-3 0.16 0.56991
1-4 .22 0.56991
1-5 0.135 0.56991
1-6 0.485 0.56991
1-7 0.21 0.56991
2-3 029 0.56991
2-4 009 0.56991
2-3 0.265 0.56991
2-6 * 0.6135 0.56991
27 034 056991 [
3-4 038 0.56991 =
3.3 -0.025 0.56991
3-6 0325 0.56991
3-7 0.05 0.56991
4-5 0.355 0.56991
4-6 * 0.705 0.56991
17 043 056991 M
< > . Sin titulo .. ’F”E| Bs |$ StatAdviso |F”?‘ & I|ﬁ StatGallery ‘E”?P = IlfijtF'r;pt“r;l |:
mbAm Adermcho Aol mmmiirs nars relacciamar fcneianee
2 Escribe aqui para buscar ‘R

(*) Leyenda

Tipo de Proceso
1= Leche Cruda 5= Proceso 55 °C
2= Proceso 40 °C 6= Proceso 60 °C
3=Proceso 45 °C 7= Leche Pasterizada (65 °C
por 30 min)
4= Proceso 50 °C
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F. ANOVA y Prueba de Tukey de Turbidez (% sedimento en volumen)

(*)

B STATGRAPHICS Centurion - StatFolio sin titulo
Archive Editar Graficar Describir  Comparar Relacionar Pronésticos CEP DDE SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ayuda
DEERg R gRAmEBEYREECrENS wd P2 4w B
ﬁ Libro de Datos B El '.ﬁ li!bc *:' .'\ o5 &R . e 2 Etiquelacl i Fila:l i
Statddvisor
S ANOVA Simple - Turbidez por Proceso | o || = H = |
8k i Tabla ANOVA para Turbidez por Proceso ~
StatReporter Fuente Suma de Cuadrados | GI_| Cuadrado Medio | Rezon-F Valor-P
! Comentarios del StatFolic Entee grupos |92 522';: f 1)'393 5 S SR
el o Tntra grupos | 043253 7 [0.0617929
[ Atibutos del Disefio Facl Total (Corr) |92.7848 13
ANDVA Simple - Tubide | |
Pruebas de Multiple Rangos para Turbidez por Proceso ~
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media | Grupos Homogéneos
7 2 0 X
6 2 1.853 X
b 2 3.86 X
4 2 437 XX
3 2 5.105 X
2 2 7.38 X
1 2 7.665 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 0.985349
1-3 * 0.985349
1-4 - 0.88534¢
1-3 - 0.985349
1-6 * 0.985349
1-7 = 0985349
2-3 * 0.985349
2-4 * 0.98534¢
2-3 * 0.985349
2-6 = 0.985349 I
2-7 - 0.985349
3-4 0985349 Il
3-5 - 0.985349
3-6 * 0.985349
3-7 - 0.985349
4-5 0.985349
4-6 - 0.985349
< > ‘ Sin titulo .. i'ﬂ' = |4 StatAdvisor |££' & Ilﬁg‘:t'?a'e‘. ‘E‘EI = ||5131P5pt"‘5r L

H AL Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso

1= Leche Cruda

5= Proceso 55 °C

2= Proceso 40 °C

6= Proceso 60 °C

3= Proceso 45 °C

4= Proceso 50 °C

7= Leche Pasterizada (65 °C
por 30 min)
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G. ANOVA y Prueba de Tukey de sensibilidad al cuajo (s) (*)

1 STATGRAPHICS Centurion - StatFolio sin titulo

Archive Editar Graficar Describir  Comparar Relacionar Pronésticos CEP DDE SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ayuda
DEHER ERs QA -BEYREErEMND2d 2 46 B
[ Libro de Datos B B fl <t v X @ B B2 2 Etguets A Fia #h
K [ ANOVA Simple - Sens Cuajo por Proceso (o[- |
EE StatGalery Tabla ANOVA para Sens Cuajo por Proceso ~ |
StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Racon-F Valor-P
! Camentanios del StatFolic Exire grupos 3)?'84? § |87 228 0.0000
T o Intra grupos | 4.36775 70652536
Fike Alributos del Disefio Facl Total (Corr) |338.416 13
ANDVA Simple - Sers Cu
Pruebas de Multiple Rangos para Sens Cuajo por Proceso A
Meétodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Medla | Grupos Homogéneos
1 2 10.14 X
2 2 13.705 X
3 2 14345 | XX
4 2 14.8 XX
3 2 1692 X
6 2 2137 X
7 2 26.395 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 * -3.565 3.20201
1-3 * -4.205 3.20201
1-4 * -4.66 3.20201
1-5 - -6.78 3.20201
1-6 * -11.23 3.20201
1-7 * 16.255 320201
2-3 -0.64 3.20201
2-4 -1.095 3.20201
2-5 * -3.215 3.20201
2-6 - 7.663 3.20201 -
2-7 * 12.69 3.20201 -
3-4 -0.455 3.20201 ol
3-5 -2.575 3.20201
3-6 * -1.025 3.20201
3.7 * 12.05 3.20201
4-5 -2.12 3.20201
4-6 * -6.57 3.20201
4.7 * -11 595 32000
< > . Sin titulo .. @'E' &3 I‘ StatAdwviso |i”£‘ = ‘|E5‘.:lfs ery |i‘@‘ = I|E'.JtF':|_‘f_"‘:l| &

Use el boton derecho del mouse para seleccionar opciones

R Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso

1= Leche Cruda 5= Proceso 55 °C

2= Proceso 40 °C 6= Proceso 60 °C

3=Proceso 45 °C 7= Leche Pasterizada (65 °C

por 30 min)
4= Proceso 50 °C
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ANEXO 05. ANALISIS ESTADISTICO OBJETIVO ESPECIFICO 03
A. ANOVA y Prueba de Tukey en Acidez Titulable (% Acido Lactico) (*)

m STATGRAPHICS Centurion - <recuperado>.sgp

Archivo Editar Graficar Describir  Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE  SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ayuda

DHER YXERs /A - BEYRECrEnNd2d P44 B

ﬁ Libro de Datos g B '.ﬁ F,[Et'c ‘:* i | . B? o/ Etiqueta| i Fila | i
Statddvisor
? it & ANOVA Simple - Acidez por Proceso-Tiempo == Eol ™
H =
E_E tatGallery Tabla ANOVA para Acidez por Proceso-Tiempo A~
[E] steiReporter Fuenie Suma de Cuadrados | GI_| Cnadrado Medio | Razén-F Valor-P
l Comentarios del StatFolic Eatre grupos 0'38?4 2 0'02)?61_ =0 S
T . s Intra grupos | 0.005 16 |0.0003125
il Atributos del Disefio Facl Total (Corr) | 0.3944 31
m . .
ANOYA Simple - Acidez || ™ pryebas de Miltiple Rangos para Acidez por Proceso-Tiempo ~
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso-Tiempo |Casos |Media |Grupos Homogéneos
PO 2 2 |x
P3 2 .24 XX
UT3 2 024 [xx
UTO 2 0.265 |XXX
C0 2 0265 |XXX
UT6 2 0265 [¥xx
P6 2 027 [xmxx
U0 2 0.295 XXX
P9 2 0.3 XX
uT9 2 03 XXX
P12 2 033 XK
U3 2 0.35 X
UTI12 2 0.433 X
U6 2 0.433 X
Us 2 0.525 X
U12 2 0.623 X
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
C0-P0 0.043 0.0706934
C0-P12 -0.065 0.0706934 1
C0-P3 0.025 0.0706934
C0-P6 -0.005 0.0706934 ]
C0-P¢ -0.0335 0.0706934
C0 - U0 -0.03 0.0706934
C0-U12 = ]-036 0.0706934
C0-U3 = ]-0.085 0.0706934
C0-U6 * -0.17 0.0706934
P = T Y v
. (I e (BB 5 1| stnanier (B0 % [ surcater, (@I ] & [l sumeporr
mbmm dasnmln dal wnmiimm mnen mmlmm i . -
AR Escribe aqui para buscar
(*) Leyenda
Tipo de Proceso Dias de Almacenamiento a5 °C
C Leche Cruda 0 dias
U Leche sonicada (0.5 kJ/mL) 3 dias
UT Leche sonicada con TT 60 °C por 10 min 6 dias
P Leche pasterizada (65°C por 30 min) 9 dias
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12 dias

B. ANOVA y Prueba de Tukey en pH (*)

] STATGRAPHICS Centurion - pH.sgp
Archivo Editar Graficar Describir Comparar Relacionar Pronésticos CEP DDE SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ayuda

DHEB *ERs /A B Yo S reEnded P4 B

fEE Libro de Datos E E B flp <0 7 & @ BB/ Etquea] M Fiaf )
‘ Stathdvicer Analizar Experimento I?HE”F|
@ StatGalery Tabla ANOVA para pH por Proceso ~ [
StatRepaorter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medie | Razén-F Valor-P
! Comentarios del StatFalic Fatre grupos | 213633 = 130143757 ) 00000
L o Intra grupos | 0.0928623 16_|0.00580381
Filed Abibutos del Disefio Facl Total (Corr) |2.24921 31
E Analizar Experimento -
Pruebas de Multiple Rangos para pH por Proceso "
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso  |Cases |Media | Grupos Homogéneos
Ul2 2 4805 [x
UT12 2 497 XX
U9 2 5.06 XX
Ué 2 5.205 XX
UT9 2 5.385 XX
UT6 2 5475 XX
P12 2 5.4875 XHX
P9 2 5.49 XXX
Cco 2 5.495 XX
U3 2 5.495 XXX
1°Y 2 3.575 XX
P6 2 5.575 XX
UTO0 2 3.585 XX
PO 2 5.64 X
UT3 2 5.66 XX
P3 2 5.76 X
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
CO0-P0 -0.143 0.304659
C0-P12 0.0075 0.304659 :[
C0-P3 -0.263 0.304659 =
C0 -P6 -0.08 0304659
C0-P9 0.005 0304659
C0-U0 -0.08 0.304659
C0 - U12 - 0.69 0.304659
C0-U3 0 0304659
C0 - U6 029 0304659
< > . pH.sgp Co @‘E‘ = |¢ StatAdwiso ‘EHE‘ = |ﬁ?‘.:t=fa er ‘i‘@‘ P ‘|E'.J“J:|_‘L"':I C

E L Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso Dias de Almacenamiento a5 °C
C Leche Cruda 0 dias
U Leche sonicada (0.5 kJ/mL) 3 dias
UT Leche sonicada con TT 60 °C por 10 min 6 dias
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P Leche pasterizada (65°C por 30 min)

9 dias

12 dias

C. ANOVA y Prueba de Tukey en Diferencia de Color CIEL*a*b* (AE) (*)

1 STATGRAPHICS Centurion - StatFolio sin titulo

Archive Editar  Graficar

Describir

Comparar

Relacionar

Pronésticos CEP DDE SnapStats!!

Herramientas Ver Ventana Ayuda

CTHER XERsc|jgRIrEs B rEnS Wil 94w B

m Libro de Datos

’ StatAdvisor
E StatGallery
E StatReparter

[
EE

Comentarias del StatFolic
Atibutos del Disefio Fac

ANOVA Simple - DifCalor

< >

mbhm darmche dal essces maes calassinsse sesiseae

L Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

B3 &] ﬁ f.[!bn -:0 “’A 1\_\ R . P2 £ Etiquela:l—ﬂ FiIa:l—“
ANOQVA Simple - DifColor por Proceso [ -2 ]
Tabla ANOVA para DifColor por Proceso " D
Fuenre Suma de Cuadrades |Gl | Cuadrado Medie | Razén-F Valor-P
Entre grupos | 35.0552 15 [2.33701 102.71 0.0000
Intra grupos 0.36405 16 |0.0227331
Total (Corr) |354192 31
Pruebas de Multiple Rangos para DifColor por Proceso "
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media |Grupos Homogéneos
co 2 0 X
P12 2 03 XX
U1 2 0485 |xx
P3 2 0555 |XX
P 2 0.633 X
P6 2 0.68 X
PO 2 0.72 X
U9 2 0.8 X
Us 2 213 X
UTI12 2 242 XX
UT3 2 255 XX
UT9 2 259 XX
UTo 2 2.68 XX
U3 2 2.69 XX
U0 2 2725 XX
UT6 2 277 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
C0-P0 - 0.72 0.603218
Co-P12 0.3 0.603218 [
C0-P3 -0.553 0.603218 =
C0-P6 * -0.68 0.603218
C0-P9 = -0.655 0.603218
Co-uo * 2.725 0.603218
C0-U12 0.485 0.603218
C0-U3 * -2.69 0.603218
C0-U6 = -2.13 0.603218
B (@O ] = I" StatAdvisor | 8P J & ] % | |m StatGallery | @ J( B ] = | | StatReporte

)

Tipo de Proceso

Dias de Almacenamiento a5 °C
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C Leche Cruda 0 dias
U Leche sonicada (0.5 kJ/mL) 3 dias
UT Leche sonicada con TT 60 °C por 10 min 6 dias
P Leche pasterizada (65°C por 30 min) 9 dias
12 dias

D. ANOVA y Prueba de Tukey por proceso en Sinéresis de Solidos (%
de volumen) (*)

B STATGRAPHICS Centurion - Sineresis.sgp

Archivo Editar Graficar Describir Comparar Relacionar Prondsticos CEP DDE SnapStatsl! Herramientas Ver Ventana Ayuda

THER XBERsc|(jgR (B EtreEnd a2 44 B

[ Libro de Datos & B e s & @ [ B2 4 Eliguets] M Fia i
’ Stalidviser EE Analizar Experimento EHE"El
E_E StatGialery Tabla ANOVA para Sineresis por Proceso A
StatReporter Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio | Racon-F Valor-P
- Comentarios del StatFolic Entre grupos | 7.99233 15 ]0.532822 6.63 0.0003
o= e Intra grupos [ 1.28493 16 |0.0803079
i Atributos del Disefio Facl Total (Corr)  |227126 31
Analizar Experimento - -
Pruebas de Multiple Rangos para Sineresis por Proceso A
Método: 93.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media |Griupes Homogéneos
P3 2 09585 |X
U3 2 1.05 X
UT0 2 1.15 XX
UT3 2 1225 |xX
P12 2 1375 XX
PO 2 13915 |Xx
U9 2 14465 |XX
183 2 1.7385 |XX
P9 2 1825 |@xx
UT12 2 1.8435 |0
uo 2 19 p o0
P6 2 19 poe e
UTS 2 1975 XXX
C0 2 219 he g
UT6 2 22335 XX
U12 2 293 X
Contraste Sig | Diferencia | +/- Limites
C0-P0 0.7985 1.13327
C0-P12 0.815 1.13327
C0-P3 * 1.2315 1.13327
C0-P6 0.29 1.13327
C0-P9 0.365 1.13327
C0-U0 0.29 1.13327
C0-Ul2 0.74 1.13327
C0-U3 = 1.14 1.13327
C0-U6 0.4515 1.13327 v
< > ! Sineresis.s. @‘E' = |° StatAdviso |£”£l = Ilﬁf‘.f['f: ery |£'@I = I|E'.jiF:|_‘c"‘.-:l

E L Escribe aqui para buscar



(*) Leyenda

Tipo de Proceso

Dias de Almacenamiento a5 °C

C Leche Cruda 0 dias
U Leche sonicada (0.5 kJ/mL) 3 dias
UT Leche sonicada con TT 60 °C por 10 min 6 dias
P Leche pasterizada (65°C por 30 min) 9 dias
12 dias

E. ANOVA y Prueba de Tukey de viscosidad (cp) (*)
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m STATGRAPHICS Centurion - Viscosidad.sgp

Archivo Editar Graficar Describir Comparar Relacionar Pronédsticos CEP DDE SnapStats! Herramientas Ver Ventana Ayuda

DEEgXERs /g eBY YRl EreEndwd 944 B
@LibrodeDatos = M) 'a fI!t-c MR .E)-? 7 Etgues| # Fila:f—“

B stathdvisor — -
B B Analizar Experimento - o i
i eiasen) Tabla ANOVA para Viscosidad por Proceso ~lls
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
. Comentarios del StatFolic Entre grupos 7.1372% 15 |0.475815 124.70 0.0000
——— i Intra grupos | 0.06105 16 |0.00381563
Atributos del Disefio Facl Total (Corr) |7.19827 31
% Analizar Experimento -
Pruebas de Multiple Rangos para Viscosidad por Proceso A
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media |Grupos Homogéneos
P9 2 6.025 |X
P6 2 6.335 X
UT6 2 6.61 X
UT9 2 6.645 X
P3 2 6.665 X
UT3 2 6.815 X
UT12 2 7.085 X
P12 2 712 X
PO 2 7.155 XX
Co 2 7.27 XXX
U9 2 1.315 XXXX
UTO 2 7.375 XXX
U0 2 749 XXX
U6 2 7.54 XX
U12 2 7.64 X
U3 2 73 X
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
C0-P0 0.115 0.247022 =
C0-P12 0.15 0.247022 4
C0-P3 . 0.605 0.247022 =
C0-P6 * 0.935 0.247022
C0-P9 ;s 1.245 0.247022
C0-U0 -0.22 0.247022
C0-U12 ’ -0.37 0.247022
C0-U3 . -0.43 0.247022
C0-Ué6 . 0.27 0.247022 b
< > . Viscosidad Tiuﬂl = I° StatAdvisor ‘i”ﬂl = ‘l'f‘._*!?.ahe'i Ii“

Use el botén derecho del mouse para seleccionar opciones

AL Escribe aquf para buscar el

(*) Leyenda

Tipo de Proceso Dias de Almacenamiento a5 °C
C Leche Cruda 0 dias
U Leche sonicada (0.5 kJ/mL) 3 dias
UT Leche sonicada con TT 60 °C por 10 min 6 dias
P Leche pasterizada (65°C por 30 min) 9 dias
12 dias
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F. ANOVA y Prueba de Tukey de Turbidez (% sedimento en volumen)
(*)
m STATGRAPHICS Centurion - Turbidez.sgp
Archivo Editar CEP DDE SnapStats!! Ayuda

DEER*ERs R - BYREESreERd vl 249

Graficar Describir  Comparar  Relacionar Pronésticos Herramientas Ver Ventana

m Libro de Datos EE] %] EE E "ﬁ FLrbc 0-: + ‘,\ t\ ®R . B2 2 Etiqueta:l M Fia
’ Statadvisor Analizar Experimento - E’ =
E_E StatGiallery Tabla ANOVA para Turbidez por Proceso ~
StatReparter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
. Comentarios del StatFolic Entre grupos | 334 322 13 1363681 il 00000
o= o Intra grupos [ 1.2543 0.0783938
[ils] Abibutos del Disefio Facl Total (Corr) |355.776
Analizar Experimento -
Pruebas de Multiple Rangos para Turbidez por Proceso ~
Meétodo: 93.0 porcentaje Tukey HSD

Proceso  |Casos |Media | Grupos Homogéneos

P12 2 0 X

PO 2 0 i

P6 2 0 X

P9 2 0 >

P3 2 0 X

UT6 2 1.98 X

UTO0 2 276 XX

UT12 2 3.663 X

UT3 2 3.715 X

UTS 2 543 X

Ué 2 5.505 X

U3 2 6.42 XX

co 2 6.903 X

uo 2 1.2 X

U9 2 10.895 X

U1 2 14.805 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

C0-P0 - 6.905 1.11968

C0-P12 - 6.905 1.11968

Co-P3 N 6.905 1.11968

C0-P6 * 6.905 1.11968

C0-P9 - 6.905 1.11968

Co-uo -0.305 1.11968

Cco-u12 N -1.8 1.11968

C0-U3 0.485 1.11968

C0-U6 = 4 1.11968

Cco-u9 * -3.99 1.11968 o
7 = ———- -

H L Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso Dias de Almacenamiento a5 °C
C Leche Cruda 0 dias
U Leche sonicada (0.5 kJ/mL) 3 dias
UT Leche sonicada con TT 60 °C por 10 min 6 dias
P Leche pasterizada (65°C por 30 min) 9 dias
12 dias
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G. ANOVA y Prueba de Tukey de sensibilidad al cuajo (s) (*)

STATGRAPHICS Centurion - Sensibilidad Cuajo.sgp

Archivo Editar Graficar Describir Comparar Relacionar Pronésticos CEP DDE SnapStats!! Herramientas Ver Ventana Ay
CDEER XERs R BB S rrEND RS P4
ﬁ Libro de Datos B |£_'] '.ﬁ f.[arbc *:* *; é\ @, . [3*? o/ Eliqueta M Filazl_

’ Statddvisor Analizar Experimento - E e
EE StatGiallery Tabla ANOVA para SensCuajo por Proceso ~ |
E StatReparter Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Racén-F Valor-P
! Comentarios del StatFolic Entre grupos  |3194.75 15 212984 120.02 0.0000
= o Intragrupos | 28.3939 16_|1.77462
Fi=l Atibutos del Disefio Facl Total (Corr) |3223.15 31
E Analizar Experimento -
Pruebas de Miltiple Rangos para SensCuajo por Proceso ~
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Proceso |Casos |Media | Grupos Homogéneos
U12 2 7.755 X
UT12 2 8065 |X
U9 2 9.995 p+:4
C0 2 12295 |xX
U6 2 14.625 XX
uo 2 14.81 XX
UT? 2 1488 X
2 X
UT0 2 21475 XX
UT6 2 21.765 XX
UT3 2 25.65 XX
P6 2 28.23 X
P9 2 30.195 X
P12 2 30493 X
PO 2 3041 X
P3 2 39.62 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
C0-PO “ -27.115 53272
C0-P12 * 532729 l
C0-P3 = 532729 L
C0-P6 = 532729
C0-P9 * 532729
C0-U0 . 5.32729
C0-Ul2 454 5.32729
C0-U3 = -6.16 532729
C0-U6 2233 532729
C0-U9 23 5.32729 o
. C0-UTO = 918 532720 v I

<
E L Escribe aqui para buscar

(*) Leyenda

Tipo de Proceso Dias de Almacenamiento a5 °C
C Leche Cruda 0 dias
U Leche sonicada (0.5 kJ/mL) 3 dias
UT Leche sonicada con TT 60 °C por 10 min 6 dias
P Leche pasterizada (65°C por 30 min) 9 dias

168



ESTABILIZACION FISICO-
QUIMICA, MICROBIOLOGICAY
FUNCIONAL DE LECHE DE VACA

(Bos taurus) EN
ALMACENAMIENTO

REFR

GERADO POR

TRATAMIENTO ULTRASONICO
PRE PASTERIZACION'’

Fecha de entrega: 07-feb—202Pb%;Wi%dHT(Aﬁg%l Solano Co rnejo
e la entrega: 20086486

Identificador d
Nombre del archivo: Miguel_Solan

TTTTTTT palabras: 32025

o_Cornejo_-_Informe_Final_Investigacion_v2.0.docx (34.82M)



n repositorioinstitucional.buap.mx <1
Fuente de Internet 0/0

www.scribd.com

Fuente de Internet <1 %
repositorio.uach.mx

Fuente de Internet <1 %
ri-ng.uaqg.mx

Fuente de Internet <1 %

Pereda, Julieta. "Utilizacidon de la ultra alta <1 o
presion por homogenizacién como alternativa ’
al tratamiento de pasteurizacion para la
obtencion de leche en consumo", Bellaterra :
Universitat Autonoma de Barcelona,, 2009
Fuente de Internet

Codina Torrella, Idoia, Universitat Autonoma <1 o
de Barcelona. Departament de Ciencia Animal ’
i dels Aliments. "Optimizacion del proceso de
elaboracion y aplicacién de la
homogenizacion a ultra alta presion como
tecnologia de conservacion de licuado de
chufa", [Barcelona] : Universitat Autonoma de
Barcelona,, 2014
Fuente de Internet

repositoriodspace.unipamplona.edu.co <1
Fuente de Internet 0/0

—
0))

esdocs.com



Fuente de Internet

<1 %
Salvador Rodriguez, Daniel Jose, Universitat <'I o
Autonoma de Barcelona. Departament de ’
Ciencia Animal i dels Aliments. "Prediccidon en
linea del modulo elastico de la cuajada /",
2018
Fuente de Internet
idele.fr
Fuente de Internet <1 %
manualzz.com
Fuente de Internet <1 %
Submitted to Pontificia Universidad Catolica <1
%
del Ecuador - PUCE
Trabajo del estudiante
eprints.uanl.mx
FuEnte de Internet <1 %
1library.co <1
Fuente de Internet %
bmeditores.mx
Fuente de Internet <1 %
docplayer.es
Fuentepdelnyternet <1 %
www.scielo.org.pe
Fuente de Internet g p <1 %




www.invertirenelsur.cl
Fuente de Internet <1 %
Mar!a Dglsamparados Andrés BIeIIo. <1 o
"Aplicacion de nuevas tecnologias para el
disefio y desarrollo de productos de dorada
(Sparus aurata) procedente de acuicultura",
Universitat Politecnica de Valencia, 2012
Publicacion
repositorio.unsa.edu.pe
Fuente de Internet <1 %
zaguan.unizar.es
Fuente de Internet <1 %
someicca.com.mx
Fuente de Internet <1 %
www.tesisenred.net
Fuente de Internet <1 %
Eder Lenin Cruz Siguenza, Gloria Elizabeth <1 o

Mifio Cascante, Fabian Eduardo Bastidas
Alarcon, Ménica Patricia Cruz Siguenza.
"Situational Analysis of the Production of Milk
and Cheese in Several Productive Sectors of
Ecuador and Its Quality Under Ecuadorian
NTE INEN Regulations", ESPOCH Congresses:
The Ecuadorian Journal of S.T.E.A.M., 2021

Publicacién




d85c54d1-9916-4b51-b74a- <1 o
6be1b7de64da.filesusr.com ’
Fuente de Internet
Irene Hortelano Martin. "Determinacién del
34 . _ , <l%
riesgo para el consumidor de la presencia de
H. pylori y otros Helicobacter spp. patogenos
en aguas de consumo mediante técnicas
moleculares y metagenomica”, Universitat
Politecnica de Valencia, 2021
Publicacion
eprints.ucm.es
FuFe)nte de Internet <1 %
www.kerwa.ucr.ac.cr
Fuente de Internet <1 %
"Estudio del enriquecimiento de manzana con <1 o
prebidticos, probidticos y componentes ’
antioxidantes provenientes de zumo de
mandarina por impregnacion a vacio para el
desarrollo de aperitivos altamente
funcionales y con bajo contenido caldrico",
'‘Universitat Politecnica de Valencia'
Fuente de Internet
Submitted to BENEMERITA UNIVERSIDAD
38 < | %

AUTONOMA DE PUEBLA BIBLIOTECA

Trabajo del estudiante

39

Submitted to Instituto Politecnico Nacional

Trabajo del estudiante

<1%




repositorio.continental.edu.pe

Fuenpte de Internet p <1 0/0
revistas.untrm.edu.pe

Fuente de Internet p <1 %

Arango Bedoya, Oscar, Universitat Autonoma <1 o
de Barcelona. Departament de Ciencia Animal ’
i dels Aliments. "Aplicacion de dispersion de
luz de infrarrojo proximo en la producciéon de
derivados lacteos bajos en grasa con inulina",
[Barcelona] : Universitat Autonoma de
Barcelona,, 2015
Fuente de Internet
repositorio.unap.edu.pe

Fuenpte de Internet p p <1 %
WWWwW.omniascience.com

Fuente de Internet <1 %
Submitted to Colegio Casuarinas

Trabajo del estudiante g <1 %
Submitted to Universidad San Francisco de

46 , <l%
Quito
Trabajo del estudiante
hal.archives-ouvertes.fr

Fuente de Internet <1 %
repositorio.uptc.edu.co

Fuenpte de Internet p <1 %




www.mdpi.com
Fuente delnterlr?et <1 0/0
WWW.repositorio.ufop.br
Fuente delntre)rnet p <1 %
www.scielo.org.mx
Fuente de Internet g <1 %
"Food Safety Engineering", Springer Science
52 _ , <l%
and Business Media LLC, 2020
Publicaciéon
Maria Gyomar Gonzalez Gonzalez. "Estudio y
53 , . <l
desarrollo de soluciones mecanizadas
automatizadas mediante la aplicacion de
sensores y nuevas tecnologias para la
produccion de citricos", Universitat Politecnica
de Valencia, 2022
Publicacién
core.ac.uk
Fuente de Internet <1 %
riunet.upv.es
Fuente delnt(gnet <1 %
Maria Del Pilar Angarita Diaz, Diana Forero <1 o

Escobar, Nerly Fernanda Gutiérrez, Francy
Tatiana Yafez, Carlos Andrés Romero.
"Analysis Of Enterococcus Faecalis,
Staphylococcus Aureus, And Candida Albicans



In Cast Metal Cores", Revista Facultad de
Odontologia, 2017

Publicacién

repositorio.unprg.edu.pe

Fuege de Internet p g p <1 %

worldwidescience.org <1
Fuente de Internet %
www. hielscher.com 1

Fuente de Internet < %

E www.librosoa.unam.mx:8080 <’
Fuente de Internet %
www.revistatecnologicacea.mx

Fuente de Internet g <1 %
4.interreg-sudoe.eu

Fuente delnteget <1 %
ROMINA MARIA FABRE. "EFECTO DE LA 1

63 < %

MADURACION, ESTIMULACION ELECTRICA,
MARINADO Y CONGELACION SOBRE LA
CALIDAD DE CARNE DE PECHUGA DE AVE",
Universitat Politecnica de Valencia, 2014

Publicaciéon

Excluir citas Activo Excluir coincidencias < 15 words

Excluir bibliografia Activo



	Página 1

