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Introduccion:

Esta bien establecido que la reaccién inflamatoria con que responde la glandula mamaria bovina a
la agresion bacteriana (mastitis clinica y/o subclinica) provoca cambios en la composicion quimica
y celular de la leche, lo que afecta a los procesos industriales, a la calidad organoléptica y la
sobrevida de los productos lacteos (1,2,3). El recuento de células somaticas (SCC/ml) en leche
cruda, ha demostrado ser un parametro confiable del grado de respuesta inflamatoria de los cuaros
mamarios infectados (2) y estd fuertemente correlacionado tanto con el nivel de produccion (4)
como con la calidad de la leche producida (5,12). En especial, en la produccién de quesos, la
actividad lipolitica y proteolitica, debidas tanto a las bacterias como a los polimorfonucleares
neutrofilos (PMN), son responsables de los menores rendimientos industriales (mayor % de
humedad, pérdida de sdlidos totales en el suero, alargamiento del tiempo de coagulacién,
necesidad de mayor concentracién de starters, etc.), asi como de alteraciones en textura, sabor,

aromas Yy sobrevida durante la maduracion (6,7,8,12).

Los cuartos mamarios sanos suelen tener recuentos entre 50 x 10° y 200 x 10% SCC/ml (9), con
algunas variaciones de acuerdo a numero de lactancias, momento de la lactancia, condiciones
ambientales y otros factores estresantes (10,11). En la leche proveniente de cuartos con mastitis,
la proporcion de PMN como % del total de SCC/ml se incrementa notablemente, pasando del 40-
45 % en leches con 200 x 10° SCC/ml al 90-95 % en leches con 1000 x 10° (11). La funcién
especifica de los PMN es la de destruir a las bacterias que puedan invadir la glandula mamaria y
remover los deshechos producidos en el foco de infeccién. Las armas que tienen para eso los PMN
son principalmente enzimas (proteasas, lipasas, etc,) que se incorporan a la leche (13,14).
Ademas, y debido al dafo producido a los alvéolos mamarios durante la infeccion, hay pasaje de
componentes del plasma sanguineo a la leche. Este plasma contiene también, ademas de otros
componentes indeseables en la leche, enzimas proteoliticas (0 sus precursores) y lipoliticas, las
cuales desnaturalizan las caseinas y son causantes de protedlisis y lipdlisis (13). En especial la
plasmina, una enzima proteolitica existente en el plasma sanguineo como su precursor
(plasmindgeno) pasa a la leche y alli se activa, causando un dafo extenso a diversas fracciones de
la caseina (14). La plasmina es altamente perjudicial en el procesamiento de los productos lacteos,



ya que al ser termoestable, resiste a la pasteurizacion industrial (15) e incluso a los procedimientos
de ultra-rapida temperatura (UHT) (16). Por lo tanto, la plasmina continuara danando a la proteina
lactea durante la elaboracion y almacenamiento de los productos lacteos, como ha sido
demostrado (17). Pero no s6lamente la plasmina es la responsable de la actividad proteolitica que
se produce en los cuartos mastiticos. El hecho de que esa actividad esta directamente ligada al
incremento en el SCC/ml (y en especial al incremento de PMN) (6,18,26), indica que la protedlisis
no-plasminica adquiere mayor relevancia a medida que es mas severa y cronica la reaccién
inflamatoria (19,20). Se ha propuesto (21) la existencia de por lo menos tres proteasas asociadas
con los PMN: la catepsina D, que tiene una especificidad similar a la de la quimiotripsina sobre la
alfa s 1-cn, liberando alfa s 1,-cn, polipéptidos no identificados y aminoacidos libres; la catepsina B,
también de sobre la alfa s 1-cn, produciendo alfa s 1.-cn y la elastasa, con accién mas general sobre
el caseinato de Ca™ (beta-cn, especialmente), produciendo gamma-cn, alfa s 4-cn y alfa ¢ 1y -cn,
péptidos y aminodcidos libres. En cualquier caso, una disminucién de la Casina Total (CT) y en
especial de las fracciones alfa s y-cn y beta-cn, componentes estructurales principales de los
quesos, pueden contribuir a los efectos negativos del alto SCC/ml en la leche cruda sobre los
rendimientos, calidad composicional, alteraciones en la maduracién y menor sobrevida durante el

almacenamiento de los productos lacteos.

El objetivo de este trabajo fué el de evaluar el impacto del SCC/ml en leche cruda de vacas sin
infeccibn mamaria y de vacas crénicamente infectadas por Staphylococcus aureus con diferentes
grados de reaccion inflamatoria, sobre el contenido de Grasa ButirosaTotal (GBT), Lactosa,
Proteina Total (PT), Caseina Total (CT) y sus fracciones (gamma-cn; kappa-cn; alfa s 4-cn; alfa g 1-
cn; alfa s 14 -cn, Péptidos Libres (PepL), Sélidos Totales (ST), Tiempo de Coagulacién de la
Cuajada (TCC) y Tiempo de Coocion del Grano (TCG), asi como los rendimientos (Kg masa/100
Its. leche cruda) en la elaboracién de queso duro tipo Sardo (de acuerdo a definicién del Codigo

Alimentario Nacional de la Rep. Argentina, con su modificacion MERCOSUR, 1995).
Materiales y Métodos:

Se elaboraron en condiciones estandarizadas 18 partidas de 100-150 Its cada una de leche sin
pausterizar de vacas sanas o infectadas en forma subclinica crénica por Staphylococcus aureus.
En todos los casos, las vacas, mantenidas en un sistema pastoril reforzado, tuvieron un ingreso
promedio de MS constituido por 1/3 de pastoreo directo de praderas base rye-grass y trébol rojo
y/o verdeos de invierno, 1/3 de silaje de maiz y 1/3 de concentrado (mezcla de maiz molido,
expeller de girasol y/o harina de soja, semilla de algodén y ndcleo vitaminico-mineral). Las partidas
de leche oscilaron entre 142 x 10° SCC/ml y 1770 x 10° SCC/ml y con cada una de ellas se
procesaron para obtener queso duro tipo Sardo durante tres dias seguidos, en elaboraciones por
duplicado. La carga bacteriana de la leche cruda no fué estadisticamente diferente entre partidas



para bacterias aerobias totales (TPC/ml) (10 a 20 x 10 > UFC/ml), para coliformes (E. coli oscild
entre 40 y 200 UFC/ml) ni para bacterias psicotréfica (< 1000 UFC/ml al Test de Preincubacion) ni
para bacterias esporuladas (< 400 UFC/ml), pero si vario la carga bacteriana de Staphylococcus
aureus y Staphylococcus ssp. coagulasa negativos. De cada partida se obtuvieron muestras de
leche cruda al momento de ingresar a la tina quesera (a cielo abierto y con agitaciéon automatica y
temperatura programable), de la cuajada luego del corte y coccido del grano, del suero
centrifugado y de los quesos a los + 30 y + 60 dias de maduracién en camara a 16-18 °C. Sobre
las muestras refrigeradas a 4-5 °C, dentro de las 24-48 hrs. se efectuaron las siguientes

determinaciones:

1- Solidos Totales, Grasa Butirosa Total, Lactosa y Proteina Total, por Milkoscan (Foss Electric,
Dinamarca), segun norma FIL-IDF 141:91.

2- SCC/ml por Fossomatic 90 (Foss Electric, Dinamarca), de acuerdo a norma FIL-IDF 148 A: 95.

3- TPC, bacterias termoduricas (esporuladas) y psicotréficas por recuento en placa, con
pausterizacién previa o incubacién previa, de acuerdo a Doc. FIL-IDF 256:91 y normas Fil-IDF
1008:9 y FIL-IDF 161:92 (viables/UFC).

4- Caseina Total por técnica descripta por Haenlein et al., 1973.

5- Las determinaciones de las fracciones de caseina se efectuaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida (Urea-Page), con la siguiente composicion del gel: Running Gel con 12.5 % de
Poliacrilamida y Stacking Gel conteniendo 4.2 % de poliacrialamida, corriendo standares de
beta-cn, kappa-cn y alfa-cn. Se confirmaron estas fracciones y se determinaron las otras por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) (22), luego de precipitacién con HCI hasta pH 4.4
y centrifugacion a 2000 rpm por 20 min. La columna HPLC se rellend con Prontosil 300 A-C8 (5
micrometros de poro), siendo el largo de la columna 150 mm. La fase movil consistié en dos
solventes: Sol A (ACN 100:H,O 900:TFA 1 %) y Sol B (ACN 900:H,O 10: TFA 1 %), con flujo 1
ml/min y deteccion a 214 nm. Los standares de caseinas se diluyeron a razén de 0.015 de
cn/500 microl. de buffer (6.6 Urea, 10 mM de dithierythritol y 10 mM de imidazol, siendo los
volumenes de inyeccién de 20 microl. En quesos, la separacion del N caseinico del N soluble
en agua, se obtuvo por suspensién de 10 gr de queso en 50 ml de H,O destilada, incubacion
en bafo maria a 40 °C, homogeneizacion con Stomacher por 120 min, centrifugacién a 2000
rom por 20 min vy filtracién por papel 595. Por razones de sentido practico, s6lo en las
muestras de leche cruda (y sus quesos resultantes) inferiores a las 400 x 10° SCC/ml se
determinaron las diferentes fracciones de las caseinas.

La cantidad de starter (Flora Danica, Chr. Hansen Lab.) fué el mismo por cada 100 lts de leche
cruda, sin corregir por SCC/ml. La temperatura de maduracién de la leche se fij6 en un primer
periodo de 33 °C y otro de 55 °C. Se cronometré el tiempo total de calentamiento, definiendose el
total (tiempo de coagulacion + coccién del grano) como Tiempo de Vapor. El rendimiento quesero



fué definido por el peso de la cuajada obtenida cada 100 lts. de leche después del desuerado de
acuerdo a técnica de Vernet et al., 1989.

Se defini6 como parametro de comparacion de la degradacion de las diferentes fracciones de la

caseina un Indice de Protedlisis (IP) como:

IP = (alfa s 1,-cn + alfa s 14)-cn + Péptidos Libres + N soluble proteico)/ (gamma-cn + kappa-cn +
beta-cn). Las muestras de quesos en maduracién a los +30 y +60 dias de elaborados se tomaron
de acuerdo a los APHA Standard Methods e.d. (1992) y normas AOAC e.d. (1990).

Para las comparaciones estadisticas, se realizé andlisis de regresion y andlisis de varianza seguido
por Test de Duncan, a través del programa Statistic Versiéon 3.5 (Analytical Software, St.Paul, MN,
USA). Para los andlisis de regresion, los valores del SCC/ml fueron convertidos al score lineal (SL),
de acuerdo con la formula:

SL = Log, (SCC/100) + 3.

Resultados y Discusion:

Como se muestra en Grafico 1, a medida que se incrementa el SCC/ml en leche cruda disminuye
en forma lineal el contenido de extracto seco total (ST) (p < 0.05 a regresion lineal) asi como el
contenido de GBT, sin modificaciones estadisticamente significativas en la concentracién de PT.
Esto concuerda con lo informado anteriormente por distintos autores (1,2,5,11,22). Mas dramaticos
fueron los cambios de composicién en las cuajadas provenientes de leches con nimero creciente
de células somaticas, verificAndose una estadisticamente significativa (p < 0.05) reduccion tanto en
los solidos totales como en la grasa y proteina total retenidos en el coagulo. Esto se acompandé de
una pérdida creciente de estos componentes en el suero luego de la centrifugacion de la masa,
especialmente en el contenido de GBT. Estor resultados concuerdan totalmente con los obtenidos
por Politis et al. (7). El aspecto a destacar es que las alteraciones en la calidad composicional de la
leche cruda y su impacto sobre la composicién de los productos de fermentacion de ella derivados,
ya comienzan con SCC/ml mayores a 100 o0 150 x 10°.

Fue también estadisticamente significativo el impacto negativo de altos SCC/ml sobre la
concentracién de caseinas totales y, consecuentemente, la relacién inversa entre el contenido en
Caseina Total (CT) y los rendimientos de cuajada cada 100 Its de leche cruda (Grafico 2). Asi, la
disminucién de la concentracién de CT en leche cruda en relacion al aumento del SCC/ml
demostrd ajustarse moderadamente bien (r2=0.60, p < 0.05) a una ecuacion de regresion lineal,
donde TC = - 0.0006 SCC + 2.52. Esta relacién mejoré (r* = 0.82, p < 0.01) cuando se utilizé la
conversion logaritmica del SCC/ml, es decir el score lineal. Asi, para leches con 150 x 10° SCC/ml,



la concentracién esperada de CT es de 2.62 gr/lt de leche, es decir el 81 % del total del N proteico
presente. Para SCC/ml de 750 x 10°, la concentracién esperable de caseinas totales es de 2.07

gr/lt, es decir aproximadamente solo el 65 % del total del N proteico de la leche cruda.

En Grafico 3, se muestra la relacion negativa entre el SCC/ml en leche cruda y los rendimientos de
kg masa/100 lts de leche. En este caso, nuevamente el uso del score lineal (SCS) mejoré la
correlacién (r2= 0.51, p < 0.01), de acuerdo a la expresién : kg masa/100 lts de leche = 12.6627 -
0.63026 x SCS. La ecuacién de la regresion lineal sin conversién logaritmica del SCC/ml, fue de:
kg masa/100 Its de leche = -0.0012 SCC/ml + 10.117, con un r* de sélo 0.31 pero aln
estadisticamente significativo (p < 0.05). Al analizar con mayor detalle los datos, descomponiendo
la regresion en diversos segmentos a lo largo del rango del SCC/ml estudiado, se verificé que, en
forma relativa, la pérdida de rendimiento es proporcionalmente mayor cuando el SCC/ml aumenta
de 150 x 10° a 350 x 10° que cuando se analizé la pendiente de la relacién en rangos de SCC/ml
de 400 x 10° a 1000 x 10°%. Desde el punto de vista practico, lo importante es que la diferencia en
rendimiento de masa si se procesan leches con Scc/ml de 200 x 10% 0 750 x 10% es de 0.7 a 0.9 kg
menos por cada 100 lts de leche cruda industrializada. Esto constituye una pérdida industrial

importante, que deberia ser contemplada en una politica de bonificaciones o castigos por calidad.

La textura, firmeza, aromas y sabores de los quesos en buena medida dependen de la calidad
quimica, incluyendo relacion N no proteico/N proteico, acidos grasos libres, etc.(6,8,17). En
especial la firmeza del coagulo y su capacidad de retener a los sdlidos totales, depende de la
concentracién relativa de las distintas fracciones proteicas en general y de las caseinas en
particular. En la leche bovina normal, las fracciones beta-cn, kappa-cn y especialmente las alfa s -
cn son las que estan en mayor concentracién en la micelia de caseinato de Ca™ y fosfatos
excretada por el borde apical de la célula alveolar mamaria (24,25). En general, se considera que
otras fracciones como las alfa s 1, -cn y alfa s 1.y -cn son productos de degradacion post-secrecion y
lo mismo parece establecido para la fraccién gamma-cn, especialmente esta Ultima como producto
de degradacion de la beta-cn por aaccién de la plasmina (20,25,26), aunque este Ultimo punto no
esta demasiado claro. En nuestro ensayo (Grafico 4), en leches con recuentos intermedios, que en
muchos casos se consideran "normales”, es decir SCC/ml de 353 x 10%, en promedio del "pool" de
leche analizado, se verificd un significativo (p < 0.05) aumento en la concentraciéon de kappa-cn y
de péptidos libres, mientras que en la cuajada y sobre todo durante el proceso de maduraciéon de
los quesos, se observd un moderado incremento en las fracciones alfa s, y alfa g1 de las
caseinas y, especialmente en los quesos, un significativo (p < 0.05) incremento de la fraccidon
gamma-cn y, sobre todo, en los péptidos libres. No se analiz6 la concentracién de aminoacidos
libres ni de N soluble no proteico, pero probablemente también estuvieron aumentados, como ha
sido senalado en otros trabajos (13, 26).Asi, surgio la idea de comparar un Indice de Protedlisis
(IP), a lo largo del rango de SCC/ml estudiado por electroforesis y HLPC (es decir entre 153 x 10° y



375 x 10°). Mientras que en leche cruda la diferencia no fué estadisticamente significativa (0.03 en
leche con 158.6 x 10° SCC/ml vs. 0.04 en leches con 353 x 10° SCC/ml), tanto en la cuajada como
en los quesos (y especialmente mas evidente a medida que se prolongaba el tiempo de
estacionamiento), el IP se incrementd en forma significativa (p < 0.05). Asi, en cuajadas elaboradas
con leches de 158.6 x 10° SCC/ml, el IP fué de 0.91 vs. 1.19 en cuajadas de leches de 353 x 10°
SCC/ml, mientras que durante el proceso de maduracion de los quesos, aquellos provenientes de
leches de 158.6 x 10° SCC/ml, el IP fué de 0.45 a los +30 dias post-elaboracion y de 0.49 a los +
60 dias. En los quesos provenientes de leches con SCC/ml de 353 x 10° SCC/ml, los IP fueron de
0.51 a los +30 dias y de 0.63 a los +60 dias. El IP creado es diferente al informado por otros
autores, basados o en sélamente la accion de la plasmina (7), midiendo la concentracion de
tilosina libre o correlacionando otras fracciones de las caseinas (gamma-cn/Caseina Total, por
ejemplo)(20,26).

El otro punto importante con respecto a las pérdidas industriales esta dado por el tiempo de
calentamiento (gasto energético), tanto para lograr la coagulacion como la coccién del grano a las
caracteristicas deseadas. Como se vé en Grafico 5, trabajando con "pooles” de leche de SCC/ml
de 158.6 x 10°, 353 x 10°, 785 x 10° 0 1423 x 10°, lo que se defini6 como Tiempo Total de Vapor,
fué de 16.23; 21.68; 32.14 y 40.10 min., respectivamente, es decir, procesar leches con mas de
750 x 10° SCC/ml, implica duplicar el costo energético con respecto a la industrializacion de leches
con menos de 200 x 10° SCC/ml
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