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Resumen— La adicion de suero es una actividad no
permitida, Norma INEN-NTE-2401. Se ha estimado la
adulteracion de leche cruda con suero mediante la cuantificacion
del Glicomacropéptido (GMP) y detectado la actividad
proteolitica bacteriana (APB), actividad proteolitica total (APT),
recuento de psicrotropos proteoliticos (RPP) y recuento de
psicrotropos totales (RPT) como interferentes de cuantificacion
de GMP. Los resultados mostraron que la adulteracion es alta,
un 75%, la correlacion entre GMP y APB es R*=0,99;
igualmente entre APT, RPP y RPT. El contenido de GMP no
solo que determina adulteracién de la leche cruda; sino que
también se realiza bajo malas practicas desde los sitios de
produccion al centro de la cindad.

Palabras claves: Protedlisis bacteriana, Control de alimentos,
Adulteracion, control de calidad, actividad proteolitica

Abstracts--The addition of serum is an illegal activity,
Standard NTE-INEN-2401. It has been estimated adulteration of
raw milk serum by quantifying the glycomacropeptide (GMP)
and detected bacterial proteolytic activity (APB), the total
proteolytic activity (APT), and proteolytic psicrotropos count
(RPP) and total count psicrotropos (RPT) as interfering GMP
quantization. The results showed that the adulteration is high, at
75%, the correlation between GMP and APB is R2 = 0.99;
equally between APT, RPP and RPT. GMP content not only
determines adulteration of raw milk; but also it is under bad
practices from production sites to downtown.

Keywords: Bacterial proteolysis, Control food adulteration, quality
control, proteolytic activity

I. INTRODUCCION

La adicion de suero a la leche es un problema real, pues la
leche falsificada se vende a la poblacién ecuatoriana; la
adulteracion fluctia entre los 60 mil a 150 mil litros diarios y
con el incremento de produccion nacional en los ultimos
cuatro afos que bordea los 500 mil litros anuales,se genera
enormes pérdidas para el sector lechero que incluso podria
llevar a la quiebra del sector.

Esta situacion es mas critica en industrias procesadoras y/o
comercializadoras de leche,ya que por los grandes volimenes
de produccién que manejan, tienen problemas de controlar
adulteracion de leche con suero lacteo, sin tomar en cuenta
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que este parametro debe vigilarse diariamente dentro de las
plantas procesadoras [1]

El cuajo descompone la leche en caseina semisoliday
suero de leche. Las proteinas no coagulables por accion del
cuajo representan el 21% de la proteina total de la leche, la
enzima mas utilizada es la renina que tiene como principio
activo la quimosina [2], cuando la k-caseina es tratada con la
quimosina, esta es hidrolizada entre los aminoacidos 105 y
106,(fenilalanina y metionina respectivamente), dando como
resultado dos fracciones: k-caseina (residuo 1-105) vy
Glicomacropéptido(GMP) residuo 106 — 169 [3].

El GMP queda soluble en el suero después de separar la
cuajada, al ser formado por accidn de la quimosina [4], no esta
presente en la leche y su deteccion es un indicador de
adulteracion de leche con lacto-suero dulce [5].

El GMP se utiliza como indicador de adulteracion con
suero de queseria mediante la técnica de electroforesis en gel
poliacrilamida-SDS [6].

El empleo de técnicas cromatograficas para la
determinacion de GMP ha dado muy buenos resultados; en la
actualidad existe un método cromatografico capaz de detectar
la presencia del GMP, con el inconveniente de dar resultados
falsos positivos, ya que en el caso de leches almacenadas, es
posible que exista una poblacién relativamente alta de
bacterias psicrotrofas como Pseudomonasspp, Achromobacter
spp, Flavobacterium spp, en el proceso se generan enzimas
lipoliticas, proteoliticas responsables del deterioro que
incluyen olores putridos y sabores rancios [11], estos péptidos
son de peso molecular similar al del GMP.

Las proteasas de origen bacteriano atacan preferentemente
a ciertas fracciones caseinicas de la leche, degradandolas en el
orden k-CN >B-CN >0-CN [7]; atn en leche pasteurizada-
UHT hay modificaciones en las caseinas producidas por las
proteasas termoresistentes de las bacterias psicrotrofas;
mientras que las proteinas de suero normalmente no se
degrada por los microorganismos presentes en la leche.
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II. EXPERIMENTAL
A. Materiales

Muestras: Se tomaron 32 muestras, 4 cada semana y
durante 8 semanas, entrelos meses de noviembre y diciembre
del 2012.

Materiales Tipo A: Pipetas graduadas de 20 ml, Bureta de
50 ml, Vasos de precipitacion 50 ml, Erlenmeyer de 250 y
500 ml, Placa Petri de vidrio de 100 mm x 15 mm.

Equipos: Balanza analitica, centrifuga, Autoclave,
espectrofotometro Shimadzu UV-160 A, Cromatdgrafo
HPLC-Shimatzu, Bafio termo regulable, Estufa de incubacion

Reactivos: Acetonitrilop.a., Acido orto-fosforico, Acido
Tricloroacético, Di potasio hidrogenfosfato anhidro p.a.,
Potasio dehidrogen fosfato p.a., Sodio Sulfato p.a. Sodio
fosfato di-hidrogenop.a., Azida de sodio, Agua de peptona,
Agar nutritivo, Agar leche, Caldo triptona Soya TSA, Cepas

Pseudomonasspp, Solucion de caseina al 1%, Solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.5

B. Meétodos
i. Meétodo de determinacion de GMP en HPLC: segun

Norma NTE-INEN 2 401:2008 [8], el cromatograma se
reporta en el Anexo 1.

Condiciones de equipo: Equipo marca Shimadzu®, presenta
las siguientes condiciones: Fase estacionaria Agilent Zorbaz
Bio Series gf-250, fase modvil: Solucion eluyente pH 6.0,
Espectro UV de Longitud de onda 205 nm, Volumen de
inyeccion 100 pl, flujo: Iml/min y Temperatura de columna:
35+/-1°C.

ii. M¢étodo de contaje bacteriano como actividad
proteolitica bacteriana (APB)
La actividad proteolitica fue determinada con el método de
Kunitz [9], que se describe a continuacion.

e Se prepararon tres series de tubos: 3 Blancos, 3
Testigos y 3 Tubos de reaccion.

e Los blancos se prepararon con 2 ml de la solucion de
caseina al 1% y se agregaron 3 ml de solucién de
acido tricloroacético al 5%.

e A los tubos testigo se agreg6 1.9 ml de solucion de
caseina al 1% mas3 ml de solucion de acido
tricloroacético al 5%; finalmente se adicion6 0.1 ml
del cultivo (leche).

e Los tubos de reaccion se prepararon con 1.9 ml de
solucion de caseina al 1%, se adiciono 0.1 ml del
cultivo (leche) y se incubaron durante 20 minutos a
40°C en un bafo de temperatura controlada. La
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reaccion fue detenida por adicion de 3 ml de solucion
de acido tricloroacético al 5%.

e Todos los tubos (blancos, testigo y de reaccidn), se
centrifugaron en una centrifuga Beckman J2MI a
18000 rpm durante 15 minutos y se determind la
absorbancia del sobrenadante a 280 nm en celdas de
cuarzo en el espectrofotdmetro Shimadzu UV-160 A.

e Los resultados se trataron y se reportaron en UE/ml de
cultivo. Una unidad de actividad enzimatica (UE), fue
definida como la cantidad de enzima que produce un
aumento en 0.001 unidades de absorbancia por minuto

Bacterias psicrotrofas: Segin APHA, elrecuento en placas
de PlateCount (Merck) incubando a 5-7°C durante 7 a 10 dias.

Bacterias proteoliticas: recuento en placas de Agar leche
(Merck) incubando a 30°C durante 72 horas.

Analisis estadistico: Coeficiente de correlacion de Pearson.

I1I. RESULTADOS

A. GMP en leche cruda

Se determina la presencia del GMP en 24 muestras de las
32 muestras de leche cruda, lo cual revela que un 75% de las
muestras fueron adulteradas con suero de leche en porcentajes
de hasta 7,5%, el contenido de suero promedio en leche Cruda
es de 3,5%;con una desviacion estandar de 2,76. En la Grafica
1(Anexo 1) se identifica GMP al t=9.717 minutos en el
cromatograma HPLC de una de las muestras de leche crudas.
La actividad proteolitica de bacterias psicrotrofas presentes en
leche cruda de muestras tomadas en la ciudad de Quito se
detallan en la Tabla I.

TABLA I: VALORES MEDIOS DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA (uE/ml)
EN LECHE CRUDA

Semana M1 M2 M3 M4
1 97 19 54 57
2 110 36 59 69
3 89 25 47 42
4 98 28 57 77
5 96 17 36 45
6 116 24 57 66
7 85 31 65 58
8 97 35 58 81
>romedio 99 26,9 54,1 61,9

En la Tabla I se observa que el tratamiento que presentd
mayor actividad proteolitica es la muestra con un valor del 16
pE/ml.

La presencia de microorganismos proteoliticos, es la razén
de la actividad proteolitica bacteriana alta, los restantes
tratamientos  contiene valores mas bajos de actividad
proteolitica, lo que indica que son valores moderados de
actividad proteolitica.

268



X CONGRESO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA ESPE 2015

Con esta prueba se determin¢ la actividad proteolitica total
de las muestras siguiendo el método Kunitz,  para la
estimacion de bacterias psicrotrofas totales y proteoliticas en
leche cruda.

B. Andlisis microbiologico

Los resultados de la presencia de microorganismos
psicrotrofas totales en leche cruda de distintos mercados

ubicados en la Ciudad de Quito se encuentran en la Tabla II.

TABLA 1II: PROMEDIO TOTAL DE RECUENTO DE
MICROORGANISMOS PSICROTROFOS TOTALES (RPT) EN LECHES
CRUDAS DE LA CIUDAD DE QUITO.UFC/ML DE
MICROORGANISMOS PSICROTROFOS TOTALES (RPT)

M1 Log M2 Log M3 Log M4 Log

Sema ufc/ml ufc/ml ufc/ml ufc/ml
! 7,00 2,60 7,46 7,80

2 7,18 2,77 7,53 7,51

3 7,41 2,48 7,84 7,72

4 7,04 2,51 7,78 7,81

> 7,26 2,59 7,73 7,76

6 7,43 2,58 7,61 7,46

7 7,54 2,41 7,54 7,80

E_;_ 7,34 2,34 7,76 7,72

X 7,28 2,54 7,66 7,70

C. Determinacion de actividad proteolitica de leches

crudas en placa de agar leche

Recuento de Bacterias Psicrotrofas Proteoliticas (RPP), La
determinacion de proteasas se realizd con la técnica de placa
de agar con leche descremada, dicha hidrolisis se aprecia a
través de la formacion de halos alrededor de la colonia, lo que
indica actividad proteolitica de los microorganismos presentes
en la leche cruda y sirven para confirmar los resultados
obtenidos donde se observa que las muestras de leche cruda
con mayor actividad proteolitica por la técnica de Kunitz [9].
En la Tabla 3 se observa los resultados.

TABLA III: VALORES PROMEDIOS DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA
TOTAL (APT), BACTERIAS PSICROTROFAS TOTALES (RPT),
PSICROTROFAS PROTEOLITICAS (RPP) Y PORCENTAIJE DE SUERO
(W%) COMO GLICOMACROPEPTIDO (GMP) EN LECHES CRUDAS

Tratamient  (APT) (RPT) (RPP) (GMP)
o

( ABSORB ufe/ml ufe/ml %

280 nm)
Ml 54 7,35 5,11 7,57
M2 27 2,54 1,29 0,11
M3 99 7,7 5,52 39
M4 61 7,46 5,38 2,57
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D. Correspondencia entre los Glicomacropéptidos
(GMP) y actividad proteolitica bacteriana mediante
correlacion miiltiple de Pearson.

Los resultados se muestran en la Tabla IV.

TABLA IV: COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE
EL CONTAIJE MICROBIQLOGICO, ACTIVIDAD PROTEOLITICA
TOTAL Y GLICOMACROPEPTIDOS (GMP)

APT RPT RPP GMP
APT 1
RPT 0,9071 1
RPP 0,9020 0,9999 1
GMP 0,9925 0,9517 0,9479 1

RPT= Recuento de psicotropos totales;
RPP= Recuento de psicotropos proteoliticos;
APT= Actividad proteolitica Total;

GMP= Glicomacropéptidos

Iv. CONCLUSIONES

El Recuento de psicotropos totales (RPT) resultéd altamente
correlacionado con el Recuento de  psicotropos
proteoliticos(RPP), segiin Costa et al.[10], se produce un
incremento notable en la actividad proteolitica desde las
primeras horas de fermentacion[10], el presente trabajo
confirma que las elevadas cargas de psicrotropos totales y
proteoliticos se encuentra estrechamente relacionados entre si
con un indice de R2=O,99% en muestras de leche cruda
adquiridas en los mercados de la ciudad de Quito.

Esta correlacion entre RPT y RPP es un indicativo
fehaciente de manipulacion de la leche tanto en la produccion,
asi como también durante el transporte y comercializacion en
condiciones inadecuadas de temperatura y condiciones
higiénicas, lo que conduce a la proliferacion de psicrotropos
durante las primeras horas de almacenamiento y transporte.

En base al Coeficiente de Correlacion de Pearsonse
confirma la interferencia entreGMP y los recuentos
microbianos depsicrotropos totales, proteoliticos y la
Actividad proteolitica Total, la concentracion de GMP arrojo
una alta correlacion entre la proteolisis medida como APT,
RPT y RPP con valores R>=0,9925, R>= 0,9517 y R’= 0,9479
respectivamente.

Se determina que no solo que existe una adulteracion de la
leche cruda; sino que también y debido al crecimiento de
bacterias psicrotrofas, la adulteracion se realiza bajo malas
practicas de produccién, almacenamiento, transporte y
comercializacion de leche cruda desde los sitios de produccion
al centro de la ciudad.

Se detectd una alta incidencia de adulteracion, 75% de las
muestras fueron adulteradas con suero de leche en porcentajes
de hasta 7,5%, el contenido de suero promedio en leche Cruda
es de 3,5%; con una desviacion estandar de 2,76, lo que
constituye un peligro para la salud del consumidor, asi como
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también representa un fraude e incumplimiento de las normas
sanitarias y de calidad especificadas en la norma INEN-NTE-
2401.
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Figura 1. Cromatograma por HPLC de leche cruda pico de GMP al t=9.717 min.
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