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ABSTRACT

This case of study aimed to assess the microbiological quality
of raw milk and evaluate household technics for microbio-
logical control without compromising the protein content.
Twenty-eight raw milk samples were analyzed for the
presence of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes and Salmonella spp. using traditional cultu-
ring methods. Additionally, samples of pasteurized milk were
inoculated with L. monocytogenes and subjected to various
microbial control treatments: refrigeration (5 £ 1 °C for 21
d), boiling (for 1 min) and microwaving (950 W for 45, 55, 65
s). Protein quality was evaluated using the Kjeldahl method.
Staphylococcus aureus was detected in 93 % of the raw milk
samples (ranging from 5.0 t0 9.0 x 10 CFU/mL). The presence
of the other bacteria was ruled out in the analyzed samples.
The treatments affected the presence of L. monocytogenes
and protein content (P < 0.05). Microwaving effectively
eliminated L. monocytogenes while preserving milk protein
content. Likewise, heating reduced pathogen but negatively
impacted protein quality, whereas refrigeration limits micro-
bial growth. Microwaving is a quick and effective alternative
to ensure the quality milk.
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RESUMEN

El objetivo del estudio de caso fue evaluar la calidad micro-
biolégica de la leche cruda y diversas técnicas domésticas
para el control microbiolégico sin comprometer el contenido
de proteina. Se analizaron 28 muestras de leche cruda para la
deteccién de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Salmonella spp. utilizando métodos de
cultivo. Ademas, muestras de leche pasteurizada se inocula-
ron con L. monocytogenes y se sometieron a tratamientos de
control microbiano: refrigeracion (5 + 1 °C durante 21 dias),
ebulliciéon (1 min) y microondas (950 W durante 45, 55, 65 s).
El contenido de proteina se evalué mediante el método de
Kjeldahl. Staphylococcus aureus se detectd en el 93 % de las
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muestras de leche cruda (5.0 a 9.0 x10'° UFC/mL). Se descartd
la presencia de las otras bacterias en las muestras analizadas.
Los tratamientos afectaron la presencia de L. monocytogenes
y el contenido de proteina (P < 0.05). El microondas eliminé
a L. monocytogenes y preservo el contenido de proteina de la
leche. Igualmente, el calentamiento redujo al patégeno, pero
afect6 negativamente el contenido proteico. Mientras que, la
refrigeracién limita el crecimiento microbiano. El microondas
es una alternativa rapida y eficaz para garantizar la calidad
de la leche.

Palabras clave: inocuidad, leche, microonda, patégeno.

INTRODUCCION

La leche es reconocida como un alimento nutritivo, saludable
y comun en la dieta de los individuos a lo largo de su vida
a nivel mundial dado que provee energia, agua, proteinas,
grasas, lactosa y vitaminas (Zabib et al., 2023). El consumo de
leche cruda o no pasteurizada es una tendencia creciente,
cuya practica puede comprometer la salud del consumidor
(Alegbeleye et al., 2018). La leche cruda puede ser un sustrato
que albergue o soporta el crecimiento de microorganismos,
y algunos de ellos podrian infectar a los consumidores (Rios-
Munoz et al., 2019). Diversos brotes epidemiolégicos se han
vinculado por el consumo de leche y derivados lacteos sin
pasteurizar. Entre los principales peligros bioldgicos estan
Mycobacterium spp., Campylobacter spp., Listeria monocyto-
genes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, entre otros
(Grace et al., 2020).

La calidad de la leche es una preocupacién importante
de la industria alimentaria dado el cumplimiento de los re-
quisitos nutricionales y especificaciones sanitarias (Zebib et
al., 2023). Actualmente, la pasteurizacion (65 °C por 30 min)
y ultra pasteurizacion (135 - 150 °C por 2 a 8 s) son las prin-
cipales tecnologias empleadas para garantizar la inocuidad y
prolongar la vida de anaquel de la leche. No obstante, estas
tecnologias pueden afectar ligeramente el perfil nutritivo y
organoléptico (Yuan et al., 2023). Cuando se emplea un trata-
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miento térmico el sabor y aroma de la leche cambia y difiere
del de la leche cruda debido a la pérdida o modificacion de
compuestos volatiles (Jo et al., 2018), condicionando las pre-
ferencias del consumidor (Yuan et al., 2023).

El consumo y uso de leche sin pasteurizar esta prohi-
bido en México (NOM-243-SSA1-2010). Las disposiciones
sanitarias exigen la aplicacién de tratamientos térmicos,
incluyendo la pasteurizacion lenta (63 °C por 30 min), pas-
teurizacion rapida (72 °C por 15 s), ultrapasteurizacion (135
a 149 por 2 a 8 s), ebullicion, esterilizacién o deshidratacion
(NOM-243-SSA1-2010). No obstante, se estima que, el 40
% de los productos lacteos que se elaboran y consumen
en el pais carecen de pasteurizaciéon o tratamiento térmico
(Ihiguez-Muhoz et al., 2022). Asi mismo, la preferencia de
productos lacteos sin pasteurizar también ha sido expuesta
en México (Chavez-Martinez et al., 2019). Este panorama ad-
vierte del riesgo de adquirir enfermedades infecciosas (Grace
etal., 2020). Al respecto, la deficiente calidad microbiologica
(E. coli, coliformes totales, coliformes fecales, mesdfilos,
Mycobacterium spp.) de la leche cruda ha sido expuesta en
México (Rios-Muniz et al., 2019). A nivel nacional, la Direccion
General de Epidemiologia estima 3,021,789 y 23,692 casos
anuales de infecciones intestinales mal definidas e intoxica-
cién alimentaria bacteriana, respectivamente (DGE, 2024).

Novedosas tecnologias no-térmicas han sido propuestas
como alternativa a la pasteurizacién preservando la calidad e
inocuidad de los alimentos: procesamiento de alta presion,
campo eléctrico pulsado, ultrasonidos e hidrodinamica, ca-
vitacion, irradiacién UV y tecnologia de plasma (Alegbeleye
etal., 2018; Torrenegra et al., 2021; Pegu y Arya, 2023). El mi-
croondas, la refrigeracion y el calentamiento corto también
se han propuesto para el control microbiolégico de la leche
cruda y conservacion del contenido nutrimental (Tremonte
etal., 2014). Algunas de estas técnicas pueden adoptarse en
los hogares para garantizar la inocuidad de la leche (Alegbe-
leye etal., 2018).

Particularmente, el microondas es un método pro-
misorio para la preservacién de la calidad del alimento
(Torrenegra et al., 2021; Tremonte et al., 2014). Un horno de
microondas convencional pasa radiacién de microondas no
ionizante a una frecuencia de 2.45 GHZ (122 mm) a través de
los alimentos que causan un calentamiento dieléctrico de las
moléculas polares (agua, azucar, y otros), lo que favorece la
absorcion y dispersion de calor favoreciendo la eliminacion
de microorganismos (Sood et al., 2015; Martins et al., 2019;
Torrenegra et al., 2021). Adicionalmente, la refrigeracion de
los productos lacteos estd recomendada para la preservaciéon
de los lacteos frescos (NOM-243-SSA1-2010).

En este contexto, la demanda de productos lacteos sin
pasteurizar en México derivados del comercio informal hace
relevante la busqueda de propuestas practicas y eficientes
que los consumidores pudieran adoptar para garantizar la
inocuidad de la leche cruda. La refrigeracion, calentamiento
y microondas resultan practicas promisoras para el control
microbioldgico (Tremonte et al., 2014) y de facil uso en los
hogares. Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo eva-
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luar la calidad microbiolégica de la leche cruda de vaca reco-
lectada de establos del centro-norte de Sinaloa, y evaluar el
efecto de la aplicacion de practicas domésticas (microondas,
calentamiento y refrigeracion) sobre la inocuidad de leche
pasteurizada inoculada (L. monocytogenes) y el contenido
proteico en leche cruda como un estudio de caso.

MATERIALES Y METODOS

Diseno del experimento

Para este caso de estudio, la investigacion se realizé en dos
etapas: (i) determinacion de la calidad microbiolégica de la
leche cruda de vaca y (ii) evaluacion de técnicas domésticas
para la preservacion de la inocuidad y contenido proteico de
la leche. Para la etapa (i) se recolectaron muestras de leche
cruda en ganaderias locales, y se realiz6 la determinacién de
calidad microbiolégica considerando la deteccién de Salmo-
nella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureusy Es-
cherichia coli. Para la etapa (ii), se utilizaron muestras de leche
pasteurizada y una cepa de L. monocytogenes ATCC7644 con
el fin de descartar contaminaciéon microbioldgica de origen y
utilizar un modelo de patégeno asociado a productos lacteos,
respectivamente. La seleccion de las técnicas domésticas fue
con base a los electrodomésticos (microondas, refrigerador
y estufa) que convencionalmente se encuentran en el hogar.

Toma de muestra

En el periodo de enero a mayo de 2023, fueron recolectadas
28 muestras de leche a partir de diferentes vacas pertene-
cientes a dos establos ubicados en las ciudades de Culiacan
y Guasave, Sinaloa, México. El total de las muestras dependié
de la disponibilidad del proveedor participante. Fueron re-
colectadas muestras de 100 mL de leche cruda de vaca en
bolsas estériles de plastico herméticas segun las practicas de
ordefio de cada establo. Brevemente, los operarios higieni-
zaban sus manos con agua y jabén y posteriormente desin-
fectaban con alcohol al 70 %. Adicionalmente, las ubres de
la vaca se lavaban con jabon y enjuagan con agua corriente.
Las vacas se concentraban en corrales cerrados y se dispo-
nian en tandem para la recolecta de las muestras de leche.
Las muestras fueron recolectadas durante la ordena habitual
a las 6 am, y propiamente identificadas y almacenadas en
hieleras que contenian refrigerantes durante su transporte
al laboratorio. Una vez en el laboratorio, las muestras fueron
almacenadas en refrigeracion (5 + 1 C) y procesadas dentro
de las primeras 4 h posteriores a su recoleccion.

Analisis microbioldgico de la leche cruda

Los protocolos correspondientes para el enriquecimiento y
aislamiento de Listeria monocytogenes (USDA, 2019) y Salmo-
nellaspp. (Andrews et al., 2023) en alimentos fueron utilizados
para este estudio. Para la cuantificacién de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli fue realizado el método de recuento
directo en placa de la muestra primaria y diluciones seriadas
(107 a 10°) en medios de agar selectivos sugerido por el
método estandar (Tallent et al., 2019; Feng et al., 2020). Para
Staphylococcus aureus y Escherichia coli fueron utilizados los
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agares sal y manitol y m-Endo, respectivamente. Los resul-
taros fueron expresados en UFC/mL empleando la siguiente
ecuacion:

UFC _ X-Fd
mlL L

Ecuaciéon 1

Donde X corresponde al promedio de colonias enu-
meradas, Fd es el factor de dilucion y V es el volumen (mL)
depositado en la superficie del agar.

Preparacion del indculo de L. monocytogenes

La cepa de L. monocytogenes ATCC 7644 fue incluida en este
estudio como modelo de patégeno de transmisidn alimenta-
ria para la inoculacion de la leche. La seleccién del patégeno
fue atribuida a su relacion con productos lacteos en México
(Castafeda et al., 2014) y su resistencia térmica (Doyle et al.,
2001). El inéculo fue preparado mediante la siembra de la
cepa en agar Oxford Modificado (MOX) por estria cruzada, y
consecutivamente fue incubado a 37 + 2 C por 48 h. Pos-
teriormente, asadas del cultivo fueron tomadas e inoculadas
en solucién de NaCl 0.85 % hasta alcanzar una turbidez de
0.5 en escala McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). Diluciones en
serie fueron preparadas para verificar la concentracion de la
suspension bacteriana en agar MOX.

Inoculacion de las muestras de leche

Muestras de leche de vaca entera pasteurizada de una marca
comercial fueron obtenidas en un supermercado local en
Culiacan, Sinaloa, México. La presentacion del producto co-
rrespondia a una botella de 1 L almacenado a temperatura
ambiente y con vida util vigente. La seleccion de leche de
vaca entera pasteurizada fue para garantizar la ausencia
de microorganismos patdgenos, benéficos y deteriorantes
que pudieran interferir en el experimento. En condiciones
asépticas, alicuotas de 40 mL de leche fueron distribuidas
en matraces pyrex estériles para su respectivo tratamiento:
microondas (45, 55 y 65 s), ebullicién y refrigeracion. Cada
muestra fue inoculada con la suspensién bacteriana estan-
darizada (1.5 x 102 UFC/mL) hasta alcanzar una concentra-
cion final de = 10° - 107 UFC/mL de L. monocytogenes. Las
muestras fueron homogeneizadas manualmente durante 2
min, y se sometieron a los diferentes tratamientos fisicos de
simulacién doméstica.

Tratamientos fisicos de simulacion doméstica para el
control microbioldgico de la leche

En este estudio fueron seleccionados tres practicas domés-
ticas comunes basadas en métodos fisicos: microondas,
ebullicion vy refrigeracion. Para las muestras tratadas con
microondas, fue utilizado un microondas (Daewood Electro-
nics®), y las muestras de leche inoculadas fueron sometidas
a una potencia de 950 W y frecuencia de 2450 MHz a dife-
rentes tiempos: 45, 55y 65 s. Los tres tiempos de exposicidon
utilizados alcanza la temperatura de inactivaciéon (> 75 °C)
de L. monocytogenes (Ceylan et al., 2017). Para el tratamiento
por ebullicién, las muestras inoculadas fueron llevadas hasta

hervor aproximadamente por 1 min sobre una placa de
calentamiento (Thermo Scientific®). Respecto al tratamiento
por refrigeracion, las muestras fueron almacenadasa 5 + 1
Cdurante 21 dias. Después de cada tratamiento, las muestras
fueron analizadas para la determinacion de la concentracién
de L. monocytogenes.

Cuantificacion de Listeria monocytogenes

De cada tratamiento, fueron tomadas alicuotas para realizar
diluciones seriadas (107" a 10%) en tubos con 9 mL de NaCl
0.85%. La muestra directa y las diluciones fueron sembradas
por triplicado mediante el método de siembra por goteo (10
ulL) en agar Oxford Modificado (MOX). Las placas de cultivo
fueron incubadas a 37 °C por 48 h. Las colonias caracteriticas
fueron enumeradas, promediadas y la concentracion de L.
monocytogenes fue expresada en Log UFC/mL. Para descartar
la presencia de L. monocytogenes en las muestras negativas
(agar MOX) de la leche tratada, alicuotas (1 mL) fueron toma-
das y enriquecidas en caldo Fraser Broth (FB) a 37 °C por 48
h. La ausencia de un precipitado negro en el caldo FB eviden-
ciaba la ausencia de la bacteria debido a la no hidrolizacién
de la esculina.

Determinacion del contenido y desnaturalizacion de
proteina en la leche

Para el ensayo fueron utilizadas muestras de leche de vaca
cruda. La muestra (= 300 mL) fueron adquiridas de los es-
tablos mencionados en condiciones normales de ordena y
fueron depositadas en un recipiente limpio. La muestra (40
mL) fue distribuida en matraces para su respectivo trata-
miento: microondas (45, 55 y 65 s), ebullicion y refrigeracion
(control). El contenido de proteina total fue determinado
empleando el método Kjeldahl, siguiendo el procedimiento
descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2012,
con modificaciones menores. Brevemente, alicuotas de 5 mL
de las muestras leche cruda tratada fueron depositadas en
tubos coénicos para su homogeneizacion. Para la digestion,
las muestras fueron vertidas en tubos de digestion que con-
tenian una tableta (1.625 g) de catalizador Kjeldahl (6.25% en
CuSO,+5H,0), y fueron adicionados 5 mL de &cido sulfurico.
Los tubos fueron incubados a 450 C por 8 h. Transcurrido
este tiempo, fueron agregados 10 mL de agua destilada a la
muestra fria. Posteriormente, las muestras fueron homogeni-
zadas hasta disolucion completa y fueron destiladas utilizan-
do soluciones de NaOH al 40 % y H,BO, al 5 %. Finalmente,
las muestras fueron tituladas con solucién de HCl 0.1 N. Para
la obtencion del contenido (%) de nitrogeno fue utilizada la
siguiente ecuacion:

Ve Nx 0014 x 100
M

U4 Nitrogeno = Ecuacién 2

Donde, V es el volumen (mL) y N es la normalidad de

HCl utilizado en la titulaciéon, M es la masa (g) de la muestra, y
0.014 corresponde al nimero miliequivalente del nitrégeno.
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El contenido (%p/p) de proteinas fue obtenido multipli-
cando el % de nitrégeno obtenido por el factor de 6.38, el cual
corresponde al factor de conversion especifico de la leche.
Para la determinacién del porcentaje de desnaturalizacién
proteica fue determinada empleando la siguiente ecuacion:

WPN, “WPNy 100

Up Desnaturalizacion =
WPN,

Ecuacion (3)

Donde, WPN_y WPN, son el porcentaje de nitrégeno
correspondiente a la leche cruda y tratada, respectivamente.

Analisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Para el
analisis de los datos se realizé un analisis de varianza (ANO-
VA) de una via, seguido de la prueba de diferencias minimas
significativas de Tukey, para determinar si existian diferencias
significativas (P < 0.05) entre las medias (Log UFC/mL de L.
monocytogenes, contenido (%) de proteina y desnaturaliza-
cién (%) proteica) de los diferentes tratamientos (microon-
das, ebullicion y refrigeracion). Este analisis estadistico fue
realizado mediante el software estadistico Minitab version
19.

RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad microbiolégica de la leche cruda de vaca

La presencia de L. monocytogenes, Salmonella spp. y E. colifue
descartada en las 28 muestras analizadas. En el 93 % de las
muestras se detectd S. aureus con un rango de concentracion
de 5.0 a 9.0 x 10" UFC/mL (Figura 1). La mayoria (86 %) de
las muestras (n= 28) estuvieron fuera de especificacion de
acuerdo con el limite permitido (< 10 UFC/mL) para S. aureus
en leche declarado en la norma oficial mexicana NOM-243-
SSA1-2010.

a)
7%

OPositivo
ONegativo

93%

Se ha reportado que la prevalencia de S. aureus en mues-
tras de leche de vaca cruda puede variar de 1.7 a 75 % (Liang
et al., 2023). De acuerdo con las especificaciones sanitarias
requeridas para el proceso de leche (NOM-243-SSA1-2010)
se expone la insalubridad y el riesgo del consumo directo
de la leche de vaca cruda evaluada (Figura 1). La deficiente
calidad de la leche de vaca cruda indica las malas condicio-
nes higiénicas en las que se recolecta el producto durante
la ordena (entorno y/o personal) o el estado de salud de los
animales que contribuyen a la transferencia de S. aureus (Ge-
bremedhin et al., 2022; Gajewska et al., 2023).

Si bien, la contaminacién primaria de la leche cruda es
el principal factor de riesgo (Gebremedhin et al., 2022), su
manejo posterior y la ausencia de un tratamiento térmico en
los establecimientos y el hogar puede incrementar la carga
microbianay la transferencia del patégeno (Dash et al., 2022).
Al respecto, el consumo de leche sin pasteurizary su uso para
la elaboracion de derivados lacteos es una costumbre en
México (Rios-Murioz et al., 2019). Esta preferencia se atribuye
alas técnicas tradicionales que prevalecen para la fabricacion
de productos lacteos genuinos que son buscados por los
consumidores (Chavez-Martinez et al.,, 2019). No obstante,
Ihiguez-Muhoz et al. (2022) han sefalado la mala calidad
microbioldgica de la leche utilizada para la elaboracién de
productos artesanales, lo que repercute en la inocuidad del
producto final.

La deteccion de S. aureus (5.0 a 9.0 x 10'° UFC/mL) en
leche cruda es un indicador del riesgo del desarrollo de
intoxicaciones alimentarias e infecciones intestinales, dado
que este alimento puede consumirse sin tratamiento térmico
previo a su ingesta (Rios-Muioz et al., 2019). Es importante
resaltar que, las infecciones intestinales (3,021,789 casos
anuales) son consideradas la tercera causa de morbilidad en
el pais (DGE, 2024). No obstante, el vehiculo de infeccién y

b)
1>UFC<10 8
10> UFC <100 23
100 > UFC < 1,000 31
1,000 > UFC < 10,000 23
10,000 > UFC < 100,000 4
100,000 > UFC < 1,000,000 4
>1,000,000 8

0 % Muestras

Figura 1. Deteccion (a) y limites (b) de S. aureus cuantificados en las muestras de leche de vaca cruda. Limite permitido (< 10 UFC/mL) para S. aureus en leche

declarado en la norma oficial mexicana NOM-243-SSA1-2010.

Figure 1. Detection (a) and limits (b) of S. aureus quantified in raw cow’s milk samples. Permitted limit (< 10 CFU/mL) for S. aureus in milk declared in the official

Mexican standard NOM-243-SSA1-2010.
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el agente etioldgico no son especificados. Finalmente, la no
deteccién de L. monocytogenes, Salmonella spp.y E. colien las
muestras de leche de vaca cruda no debe subestimarse dado
que diversos autores han reportado la presencia de estas
bacterias en leche cruda y derivados lacteos, incluyendo pai-
ses como México (Soto-Beltran et al., 2013; Castaneda-Ruelas
et al., 2014; Rios-Munoz et al., 2019; Chavez-Martinez et al.,
2019). La variacion de la calidad microbiolégica de la leche
puede atribuirse a diversos factores como la temporada, el
rebano y las practicas higiénicas (Lan et al., 2016).

Evaluacion de practicas domésticas

Los métodos fisicos condicionan la sobrevivencia de L. mono-
cytogenes en las muestras de leche de vaca (P < 0.05) (Tabla
1). Los tratamientos con microondas (45, 55y 65 s) y ebulli-
cién no presentaron diferencia significativa en la eliminacion
total del patégeno inoculado en las muestras de leche, de-
mostrandose su eficiencia como tratamientos fisicos para el
control y erradicacién de L. monocytogenes. Mientras que, la
refrigeracidon mostro control sobre el crecimiento de L. mono-
cytogenes (P > 0.05). La Figura 2 muestra la sobrevivencia de
L. monocytogenes en leche almacenadaa5+1 Cpor 21 dias.

La comercializacion de leche no pasteurizada no estd
permitida en México (NOM-243-SSA1-2010). La normativi-
dad nacional vigente dicta las buenas practicas higiénicas
para el manejo de la leche e indica la aplicacién de trata-
mientos térmicos como medidas de control microbiolégico,
incluyendo la pasteurizacién (63 °C por 30 min o 72 °C por 15
s) o ultrapasteurizacién (135 a 149 °C por 2 a 8 s) (NOM-243-
SSA1-2010). Cabe sefalar que el tratamiento térmico (pasteu-
rizaciéon o ultrapasteurizacién) prolonga la vida de anaquel
de la leche hasta por 10 semanas, con empaque sellado y a
una refrigeracion de 4 °C (Karlsson et al., 2019). No obstan-
te, cierto segmento de consumidores opta por productos
artesanales o carentes de pasteurizaciéon (Chavez-Martinez
et al., 2019). Adicionalmente, las especificaciones sanitarias
indican la posibilidad de someter a la leche a un tratamiento
térmico con un tiempo y temperatura determinados que ga-
rantice su inocuidad (NOM-243-SSA1-2010). Con base a ello,
las alternativas domésticas evaluadas ofrecen una propuesta
pertinente para mantener la calidad microbiolégica y protei-
ca cuando no se tiene acceso a productos pasteurizados.

En nuestro estudio los métodos de microondas y ebu-
llicion propuestos resultaron alternativas faciles y eficientes

Tabla 1. Efecto de reduccion de L. monocytogenes en leche de vaca entera pasteurizada sometida a técnicas

domésticas.

Table 1. Reduction of L. monocytogenes in pasteurized whole cow’s milk subjected to domestic techniques.

Log UFC/mL .
Tratamiento Condicién Temperatura L. monocytogenes Cultn;o en caldo
Inicial Final raser

Microondas 950 W por 45 s 86 6.57 £0.27° 0.00° Negativo
Microondas 950 W por 55 s 91 6.66 + 0.08° 0.00° Negativo
Microondas 950 W por 65 s 96 6.72+0.21° 0.00° Negativo

Ebullicion 60s > 100 6.65 + 0.26* 0.00° Negativo
Refrigeracion 5°Cpor24h 5+1 6.64 + 0.092 6.55+0.112 No realizado

Las medias con literales diferentes indican diferencia significativa (P < 0.05). Para el tratamiento en frio se muestra
solo el valor correspondiente al tiempo 24 h dado que no se observaron diferencia estadistica significativa (P >

0.05) durante el tiempo de evaluacion (Figura 2).

Means with different literals indicate a significant difference (P < 0.05). For cold treatment, only the value
corresponding to the 24-h is shown, since no statistically significant difference (P > 0.05) was observed during the

evaluation time (Figure 2).
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53 a 5 £ 1 °C durante 21 dias. Las medias con
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2 Figure 2. Survival of L. monocytogenes in
pasteurized whole cow’s milk stored at 5 + 1
] L °C for 21 d. Means with different letters in the
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 same column indicate a significant difference

Tiempo (dias)

(P <0.05).

Volumen XXVII



Castaneda-Ruelas et al. / Biotecnia 27:€2323, 2025

para la eliminaciéon del patégeno (Tabla 1). Respecto al
efecto del tratamiento térmico sobre la leche inoculada con
el patédgeno, se debe considerar que el punto de ebullicién
de la leche se produce entre 100.17 a 101.00 C. Mientras
que, la temperatura de inactivacion de L. monocytogenes en
alimentos en estado liquido, es de 75 a 76 °C por 15 - 20 s
(Ceylan etal., 2017). Por lo tanto, el calentamiento seguido de
ebulliciéon por 1 min resulta idéneo para el control microbio-
I6gico. En la literatura se ha descrito que, L. monocytogenes es
mas resistente al calor que otros patégenos no formadores
de espora (Doyle et al., 2001). Por lo tanto, la eliminacién de
la bacteria en las muestras de leche analizadas pudiera inferir
con pertinencia la eliminacién de otros patégenos. No obs-
tante, es pertinente la evaluacion posterior de otras bacterias
gram positivas y gram negativas asociadas a la leche. Por otro
lado, debe considerarse que la termorresistencia de L. mono-
cytogenes en la leche puede favorecerse con el contenido
graso del alimento (Doyle et al., 2001), lo que hace relevante
el control de los tratamientos térmicos.

La tecnologia de microondas esta basada en radiaciones
electromagnéticas no ionizantes (300 - 300,000 MHz) que
inducen friccién entre las moléculas polares de los alimen-
tos, y en consecuencia produce calor desde el interior hacia
el exterior del producto en tiempos de exposicion cortos
favoreciendo un calentamiento uniforme principalmente en
liguidos en comparacién con los métodos convencionales
(Martins et al., 2019, Torrenegra et al., 2021). El uso del mi-
croondas como método de control microbioldgico ofrece
ventajas como tratamientos de tiempo corto, calentamiento
selectivo y rapido, y mayor conservacion de los atributos
sensoriales y nutricionales de los alimentos (Contrras et al.,
2017). Adicionalmente, la aplicacién de microondas para
el control microbioldgico de productos envasados en dife-
rentes materiales (plastico, papel y vidrio) ha sido sugerido
(Salazar-Gonzalez et al., 2012). El mecanismo de accién an-
timicrobiano de las microondas se atribuye al impacto del
calentamiento y la radiacién generando dafo sobre la mem-
brana celular, el ADN y funciones metabdlicas del microbio
(Zhanh et al., 2022).

Por lo tanto, al someter las muestras de leche a una
frecuencia de 2450 MHz, a cualquiera de las condiciones de
tiempo utilizadas (45-65 s) favorecio la erradicacion total
del microorganismo inoculado mediante un calentamiento
sutil. Asi, con los tiempos de exposicién evaluados se alcan-
zaron temperaturas (86 — 96 °C) consideradas para limitar el
crecimiento de L. monocytogenes (Ceylan et al.,, 2017). En la
literatura se ha justificado la aplicacién de microondas para
la inhibicion de diversos microbios en diferentes materiales
(Zhanh et al., 2022). Asi mismo, el calentamiento por mi-
croondas ha demostrado su utilidad para para la destruccion
de patdgenos, prolongacién de la vida util y preservacion
de las caracteristicas frescas del producto lacteo (Martin
et al., 2019). Tremonte et al. (2014) ha propuesto el uso del
microondas a condiciones de 900 W por 75 s para preservar
la seguridad de la leche cruda expendida en maquinas,
valores similares a los observados en este estudio (Tabla 1).
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Cabe mencionar, que algunos retos del uso de microondas
se han descrito, incluyendo la falta de uniformidad de calen-
tamiento en productos sélidos y semi-sélidos y dispositivos
de control de calentamiento (Contreras et al., 2017; Martins et
al., 2019), requiriendo la estandarizacién y validacion como
método de control en la industria alimentaria.

El efecto de la refrigeracién (5 £ 1 °C) como método
de control microbiolégico de la leche durante 21 dias (504
h), permitié observar la permanencia del patégeno sin
reduccién significativa de la concentracion (P > 0.05). No
obstante, se puede observar una ligera variabilidad de la
concentracion de L. monocytogenes (0.7 a 0.9 Log) durante
el almacenamiento prolongado de la leche (dias 10 al 21)
atribuido a su etapa de adaptabilidad. Al respecto se ha
establecido que L. monocytogenes presenta un crecimiento
lento a bajas temperaturas, alrededor de 4 a 15 °C; condiciyn
que, generalmente, inhibe el crecimiento de otros microor-
ganismos patygenos (Szczawicski et al., 2016). Si bien, la
refrigeracion de la leche es un método de control microbio-
I6gico (Tremonte et al., 2014), la contaminacién primaria del
alimento y su almacenamiento posterior advierte el riesgo
de la permanencia del microorganismo (Figura 2). En este
sentido, los productos como la leche y sus derivados que
han estado en refrigeracion prolongada se han vinculado
con algunos brotes de transmisién alimentaria (Grace et al.,
2020). Por lo tanto, las buenas practicas higiénicas durante la
ordefa, preparacion, almacenamiento y cumplimiento de la
vida de anaquel son medidas imperantes para minimizar el
riesgo de enfermedades infecciosas por consumo de lacteos
(Pal etal., 2018).

Contenido proteico de la leche cruda de vaca

En la Tabla 3 se muestra el contenido proteico de la leche
sometida a los diferentes tratamientos domésticos. La de-
terminacién del contenido y desnaturalizacién de proteina
en la leche cruda y tratada mostré diferencias significativas
(P < 0.05). El tratamiento de calentamiento comprometié el
contenido proteico de la leche cruda (2.47 £+ 0.02 %), segun
los valores del contenido (2.01 + 0.08 %) y grado de desna-
turalizacién (0.19 = 0.08 %) observados. Mientras que, las
diferentes condiciones de microondas resultan alternativas
para la preservacion del contenido proteico.

El contenido de proteina en la leche cruda de vaca
oscila entre 2.5 a 3.00 % (Zebib et al., 2023). La muestra de
leche utilizada (tratamiento de refrigeracion) para el estudio
coincide con estos valores (2.47 + 0.02 %), y las condiciones
de microondas propuestas preservan la composicién (Tabla
2). Los tratamientos térmicos producen alteraciones en la
composicién proteica y perjudica las caracteristicas nutricio-
nales de la leche (Tremonte et al., 2014). Asi mismo, Mejia et
al. (2017) determinaron que el incremento de la temperatura
en el tratamiento térmico repercute en la concentracién,
solubilidad y coagulacién de las proteinas. La desnaturali-
zacion de proteinas estd acompanada por la liberaciéon de
compuestos volatiles (cetonas) que originan sabor a “cocido”
caracteristico de la leche tratada (Amador-Espejo et al., 2017).
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Tabla 2. Calidad proteica de la leche cruda sometida a las diferentes técnicas domésticas.
Table 2. Protein quality of raw milk subjected to different domestic techniques.

Tratamiento Condiciéon Contenido de proteina (%) Desnaturalizacion proteica (%)
Refrigeracion (Control) 5+1°C 2.47 +0.02° 0.00°
Microondas 950 W por45 s 243 +0.05° 0.02 +0.02°
Microondas 950 W por 55 s 243 £ 0.08° 0.01 +0.03°
Microondas 950 W por 65 s 241£0.11° 0.03 +0.04°
Ebullicion 60s 2.01 +0.08° 0.19+0.03*

Los compuestos organicos (ésteres, alcoholes, acidos grasos,
carbonilos), azufrados y nitrogenados de la leche cruda son
algunos de los factores mas importantes que definen el sabor
y aroma de la leche, y estos pueden verse comprometidos
por la exposicion a tratamientos térmicos intensos (Yuan et
al., 2023). Los tratamientos alternativos al método de calor
son requeridos para evitar estos efectos garantizando la ino-
cuidad del alimento (Torrenegra et al., 2021).

El leve calentamiento de la leche cruda a potencia
maxima (950 W) de microondas favorecio la eliminacion de
L. monocytogenes (Tabla 1) sin comprometer el contenido
proteico (Tabla 2) de la leche. Esto puede ser atribuido a
que el microondas ejerce un efecto sutil sobre las proteinas
protegiendo el contenido y la naturaleza de estas. En este
sentido, la alternativa del uso de microondas sobre leche
cruda resulta promisorio para garantizar la calidad proteica
e inocuidad.

CONCLUSIONES

La presenciay concentracion de S. aureus determinadas en las
muestras de leche de vaca cruda advierte el estado insalubre
del alimento de acuerdo con las especificaciones sanitarias
nacionales. Si bien, nuestro estudio propone al tratamiento
térmico como un método idéneo para la seguridad de la le-
che y sus derivados, el efecto sobre la composicién proteica
es cuestionable dado su alteracion. El uso de microondas
(950 W a >45 s) resulta una propuesta de practica doméstica
eficiente para la eliminacién de patégenos en la leche que los
consumidores pueden adoptar en sus hogares cuando no se
tienen acceso a leche pasteurizada. Complementariamente,
la refrigeracién es un método éptimo para la conservacion
del alimento dado que limita o disminuye el crecimiento
microbiano principalmente durante su vida util. El empleo de
estas practicas domésticas para el manejo de la leche puede
minimizar el riesgo de enfermedades infecciosas.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al personal técnico del Laboratorio de
Investigacion y Diagnéstico Microbioldgico y el Laboratorio
de Bioprocesos y Alimentos Funcionales por el apoyo técnico
y los medios necesarios para la realizacion de este Proyecto.

CONFLICTOS DE INTERES

Los autores declaran no tener conflictos de intereses.

REFERENCIAS

Alegbeleye, O.0., Guimaraes, J.T., Cruz, A.G.y Sant’Ana, A.S.2018.
Hazards of a ‘healthy’ trend? An appraisal of the risks of raw
milk consumption and the potential of novel treatment
technologies to serve as alternatives to pasteurization.
Trends of Food Science Technology. 82:148-166.

Amador-Espejo, G.G., Gallardo-Chacén, J.J., Juan, B. y Truijillo,
AJ. 2017. Effect of ultra-high-pressure homogenization
at moderate inlet temperatures on volatile profile of milk.
Journal of Food Process Engineer. 40:e12548.

Andrews, W.H.,Wang, H., Jacobs, A, Ge, B, Zhang, G.y Hammack,
T. 2018. Manual Analitico de Bacteriologia. Capitulo 5:
Salmonella. [Consultado 26 Enero 2024]. Disponible
en: http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/
LaboratoryMethods/ucm070149.html.

Castaneda-Ruelas, G., Eslava-Campos, C., Castro-del Campo, N.,
Leodn-Félix, J., Chaidez-Quiroz, C. 2014. Listeriosis en México:
importancia clinica y epidemiolégica. Salud Publica de
México. 56: 654-659.

Ceylan, E.,,McMahon,W.y Garren,D.M.2017.Thermalinactivation
of Listeria monocytogenes and Salmonella during water and
steam blanching of vegetables. Journal of food protection.
80:1550-1556.

Chévez-Martinez, A.  Paredes-Mdntdya, P, Renteria-
Mdnterrubod, A.L, Corral-Luna, A. Lechuga-Valles, R,
Domonguez-Voverds, J., Sdnchez-Vega, R. y Santelland-
Estrada, E. 2019. Microbial quality and prevalence of
foodborne pathogens of cheeses commercialized at
different retail points in Mexico. Food Science and
Technology. 39:703-710.

Contreras, C., Benlloch-Tinoco, M., Rodrigo, D. y Martinez-
Navarrete N. 2017. Impact of microwave processing
on nutritional, sensory, and other quality attributes. En
Woodhead Publishing Series in Food Science, Technology
and Nutrition. M Regier, K. Knoerzer, H. Schubert (ed.), The
Microwave Processing of Foods (Second Edition), pp 65-99.
Woodhead Publishing.

Dash, KK, Fayaz, U, Dar, AH., Shams, R, Manzoor, S.,
Sundarsingh, A., Deka, P.y Khan, S.A. 2022. A comprehensive
review on heat treatments and related impact on the quality
and microbial safety of milk and milk-based products. Food
Chemistry Advances. 1:100041.

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos - Servicios
de Inspeccién y Seguridad Alimentaria (USDA-FSIS). 2019.
Isolation and identification of Listeria monocytogenes
from red meat, poultry, egg and environmental samples.
[Consultado 26 Enero 2023] 2010. Disponible en: https://
www.fsis.usda.gov/sites/default/files/media_file/2021-03/
mlg-8.pdf.

Volumen XXVII


http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm070149.html
http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm070149.html
https://www.fsis.usda.gov/sites/default/files/media_file/2021-03/mlg-8.pdf
https://www.fsis.usda.gov/sites/default/files/media_file/2021-03/mlg-8.pdf
https://www.fsis.usda.gov/sites/default/files/media_file/2021-03/mlg-8.pdf

Castaneda-Ruelas et al. / Biotecnia 27:€2323, 2025

Direccién General de Epidemiologia (DGE). Anuario de
morbilidad 1984 - 2022. [Consultado 30 Enero 2024]
2024. Disponible en: https://epidemiologia.salud.gob.mx/
anuario/html/principales_nacional.html

Doyle, M.E., Mazzotta, A.S., Wang, T., Wiseman, D.W. y Scott, V.N.
2001. Heat resistance of Listeria monocytogenes. Journal of
Food Protection. 64:410-429.

Feng, P, Weagant, S.D., Grant, M.A. y Burkhardt, W. 2020. Manual
Analitico de Bacteriologia. Capitulo 4: Escherichia coli y las
bacterias coliformes [Consultado 26 Enero 2024]. Disponible
en: https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/
bam-chapter-4-enumeration-escherichia-coli-and-
coliform-bacteria

Gajewska, J., Zakrzewski, A. Chajkcka-Wierzchowska, W.
y Zadernowska, A. 2023. Meta-analysis of the global
occurrence of S. aureus in raw cattle milk and artisanal
cheeses. Food Control. 147:109603.

Gebremedhin, E.Z., Ararso, A.B., Borana, B.M, Kelbesa, KA.,
Tadese, N.D., Marami, L.M. y Sarba, E.J. 2022. Isolation and
identification of Staphylococcus aureus from milk and milk
products, associated factors for contamination, and their
antibiogram in Holeta, Central Ethiopia. Veterinary Medicine
International. 2022:6544705.

Grace, D, Wu, F. y Havelaar, A.H. 2020. MILK Symposium
review: Foodborne diseases from milk and milk products
in developing countries—Review of causes and health and
economic implications. Journal of Dairy Science. 103:9715-
9729.

Ihiguez-Muhoz, L.E., Valencia-Botin, A.J., Anaya-Esparza, L.M.,
Anzaldo-Ortega, R.E., Pliego-Sandoval, J.E., Reyes-Nava,
L.A. y Méndez-Robles, M.D. 2022. Leche cruda de vaca
destinada a la elaboracién de productos artesanales: calidad
microbiolégica y fisicoquimica. Biotecnia. 24:28-34.

Jo, Y, Benoist, D.M., Barbano, D.M. y Drake, M.A. 2018. Flavor
and flavor chemistry differences among milks processed
by high-temperature, short-time pasteurization or ultra-
pasteurization. Journal of Dairy Science. 101:3812-3828.

Karlsson, M.A., Langton, M., Innings, F, Malmgren, B., Hojer, A.,
Wikstrém, M. y Lundh, A. 2019. Changes in stability and
shelf-life of ultra-high temperature treated milk during long
term storage at different temperatures. Heliyon. 5:202431.

Lan, X.Y.,, Zhao, S.G, Zheng, N., Li, S.V,, Zhang, Y.D, Liu, H.M,,
McKillip, J. y Wang, J.Q. 2016. Short communication:
Microbiological quality of raw cow milk and its association
with herd management practices in Northern China. Journal
of Dairy Science. 100:4294-4299.

Liang, T, Liang, Z,, Wu, S., Ding, Y., Wu, Q. y Gu, B. 2023. Global
prevalence of Staphylococcus aureus in food products and
its relationship with the occurrence and development of
diabetes mellitus. Medicine Advances. 1:53-78.

Martins, C.P.C., Cavalcanti, R.N., Couto, S.M., Moraes, J., Esmerino,
E.A, Silva, M.C,, Raices, RS.L., Gut, J.A.W., Ramaswamy, H.S.,
Tadini, C.C.y Cruz, A.G. 2019. Microwave processing: current
background and effects on the physicochemical and
microbiological aspects of dairy products. Comprehensive
Review Food Science Food Safety. 18:67-83.

Mejia, A., Rodas, S. y Baiio, D. 2017. La desnaturalizacién de las
proteinas de la leche y su influencia en el rendimiento del
queso fresco. Enfoque UTE. 8:121-130.

Norma Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2012, Leche-
denominaciones, especificaciones fisicoquimicas,

Volumen XXVII

informaciéon comercial y métodos de prueba. [Consultado
26 Enero 2024] 2012. Disponible en: https://www.dof.gob.
mx/normasOficiales/4692/seeco/seeco.htm.

Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, Productos y
servicios. Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado
y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones
sanitarias. Métodos de prueba. [Consultado 26 Enero
2024] 2010. Disponible en: https://dof.gob.mx/
normasOficiales/4156/salud2a/salud2a.htm

Pal, M., Devrani, M. y Pinto, S. 2018. Significance of hygienic
processing of milk and dairy products. Madridge Journal of
Food Technology. 3:133-137.

Pegu, K. y Arya, S.S. 2023. Non-thermal processing of milk:
Principles, mechanisms and effect on milk components.
Journal of Agriculture and Food research. 14:100730.

Rios-Muiiz, D., Cerna-Cortes, J.F,, Lopez-Saucedo, C., Morales,
E.A., Bobadilla-Del Valle, M., Ponce-De Ledn, A. y Estrada-
Garcia, T. 2019. Longitudinal analysis of the microbiological
quality of raw cow’s milk samples collected from three small
family dairy farms in Mexico over a 2-year period. Journal of
Food Protection. 82:2194-2200.

Salazar-Gonzalez, C., San Martin-Gonzalez, M.F, Lopez-Malo,
A. y Sosa-Morales, M.E. 2012. Recent studies related to
microwave processing of fluid foods. Food Bioprocess and
Technology. 5:31-46.

Sood, P, Sood, N.y Gokhale, T. 2015. Microwaves: An alternative
bacterial sterilization technique? GSTF Journal of Bioscience.
3:1-5.

Soto-Beltran, M., Gerba, C.P, Porto Fett, A., Luchansky, J.B. y
Chaidez, C. 2015. Prevalence and characterization of Listeria
monocytogenes, Salmonella and Shiga toxin-producing
Escherichia coli isolated from PSMall Mexican retail markets
of queso fresco. International Journal of Environmental
Health Research. 25:140-148.

Szczawicski, J., Szczawicska, M.E., Jobacz, A. y Jackowska-Tracz,
A. 2016. Modeling the effect of temperature on survival
rate of Listeria monocytogenes in yogurt. Polish Journal of
Veterinary Sciences.19:317-324.

Tallent, S., Hait, J., Bennett, RW. y Lancette, G.A. 2019. Manual
Analitico de Bacteriologia. Capitulo 12: Staphylococcus
aureus [Consultado 26 Enero 2024]. Disponible en: https://
www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-
chapter-12-staphylococcus-aureus

Torrenegra, M., Granados, C., Leon, G., Arrieta, Y., Villalobos, O. y
Castellar, E. 2021. Pasteurizacién mediante microondas una
novedosa alternativa a los procesos tradicionales. Ciencia y
Tecnologia Alimentaria, 17:93-104.

Tremonte, P, Tipaldi, L., Succi, M., Pannella, G, Falasca, L.,
Capilongo, V. y Sorrentino, E. 2014. Raw milk from vending
machines: effects of boiling, microwave treatment, and
refrigeration on microbiological quality. Journal of Dairy
Science. 97:3314-3320.

Yuan, N., Chi, X., Ye, Q., Liu, H.y Zheng, N. 2023. Analysis of volatile
organic compounds in milk during heat treatment based on
e-nose, e-tongue and HS-SPME-GC-MS. Foods. 12:1071.

Zebib, H., Abatec, D.y Woldegiorgis, A.Z. 2023. Nutritional quality
and adulterants of cow raw milk, pasteurized and cottage
cheese collected along value chain from three regions of
Ethiopia. Helyon. 9:e15922.


https://epidemiologia.salud.gob.mx/anuario/html/principales_nacional.html
https://epidemiologia.salud.gob.mx/anuario/html/principales_nacional.html
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-4-enumeration-escherichia-coli-and-coliform-bacteria
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-4-enumeration-escherichia-coli-and-coliform-bacteria
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-4-enumeration-escherichia-coli-and-coliform-bacteria
https://www.dof.gob.mx/normasOficiales/4692/seeco/seeco.htm
https://www.dof.gob.mx/normasOficiales/4692/seeco/seeco.htm
https://dof.gob.mx/normasOficiales/4156/salud2a/salud2a.htm
https://dof.gob.mx/normasOficiales/4156/salud2a/salud2a.htm
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-12-staphylococcus-aureus
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-12-staphylococcus-aureus
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-12-staphylococcus-aureus

	_Hlk153541335
	_Hlk153541221
	_Hlk153541614
	_Hlk153800677
	_Hlk153800886
	OLE_LINK10
	_Hlk161653768
	_Hlk161568545
	OLE_LINK3
	_Hlk161734016
	_Hlk161741720
	_Hlk163809096
	_Hlk56098937
	_Hlk163236249
	_Hlk164438365
	_Hlk163237731
	_Hlk163057642
	_Hlk55644350
	_Hlk55644259
	_Hlk148696309
	_Hlk148696496
	_Hlk148696531
	_Hlk145183190
	_Hlk148696568
	_Hlk148696638
	_Hlk164774690
	_Hlk164774751
	_Hlk157600609
	_Hlk148696690
	_Hlk157615358
	_Hlk161763924
	_Hlk161822963
	_Hlk162103728
	_Hlk162094467
	_Hlk162088921
	_Hlk161987180
	_Hlk162008885
	_Hlk162105054
	_Hlk162097587
	_Hlk162093574
	_Hlk162090991
	_heading=h.gjdgxs
	_heading=h.pvk396bwfq9q
	_Hlk158716145
	_Hlk159246672
	_Hlk159765747
	_Hlk159772738
	_Hlk159774049
	_Hlk159842375
	_Hlk161232396
	_Hlk170299175
	_Hlk170299594
	_Hlk170299442
	_Hlk161233771
	_Hlk161234002
	_Hlk161242942
	_Hlk111716551
	_Hlk111716948
	_Hlk111717538
	_Hlk170323021
	_Hlk170309353
	_Hlk161243140
	_Hlk161243353
	_Hlk161243809
	_Hlk170319099
	_Hlk170317652
	_Hlk161243927
	_Hlk161244236
	_Hlk161245028
	_Hlk161245119
	_Hlk111724203
	_Hlk92799904
	_Hlk92799799
	_Hlk92799930
	_Hlk161329938
	_Hlk532571334
	_Hlk20130911
	_Hlk36057347
	_Hlk532572736
	_Hlk532572758
	_Hlk532572870
	_Hlk532572826
	_Hlk532568857
	_Hlk532568973
	_Hlk18011487
	_Hlk142318134
	_Hlk173874840
	_Hlk173868883
	_Hlk167815134
	_Hlk168148139
	_Hlk167528780
	_Hlk174095385
	_Hlk174094453
	_Hlk174093987
	_Hlk174094231
	_Hlk167628204
	_Hlk173931009
	_Hlk151557924
	_Hlk151557877
	_Hlk151967592
	_Hlk151967398
	_Hlk151558430
	_Hlk151557548
	_Hlk151967524
	_Hlk151967377
	_Hlk151967151
	_Hlk151557497
	_Hlk151556774
	bau2
	bau3
	bau4
	bau5
	bau6
	bau7
	bau8
	bau9
	bau10
	bau11
	bau12
	bau13
	_gjdgxs
	_30j0zll
	_Hlk173178471
	_Hlk173776508
	_Hlk147732074
	_Hlk147732105
	_Hlk147732117
	_Hlk173446352
	_Hlk162256051
	_Hlk173847572
	_Hlk173779067
	_Hlk166480520
	_Hlk166481618
	_Hlk173912318
	_Hlk166482419
	_Hlk173780276
	_Hlk173865440
	_Hlk173323418
	_Hlk173323329
	_Hlk88233817
	_Hlk162689625
	_Hlk170736340
	_Hlk492313055
	_Hlk492314503
	_Hlk492313579
	_Hlk492314630
	_Hlk175739376
	_Hlk175906909
	_Hlk175739507
	_Hlk175742749
	_Hlk175739318
	_Hlk175909287
	_Hlk175909340
	_Hlk175907339
	_heading=h.25b2l0r
	_heading=h.145t65ufx410
	_Hlk159418506
	_Hlk159419891
	_Hlk160606857
	_Hlk178683801
	_Hlk131576949
	_Hlk173750791
	_Hlk173793831
	_Hlk173793985
	_Hlk173794126
	_Hlk173794193
	_Hlk178863967
	_heading=h.1fob9te
	_Hlk181346883
	_Hlk170732515
	_Hlk170733132
	_Hlk170733575
	_Hlk180345634
	_Hlk180345708
	_Hlk176438735
	_Hlk176438918
	_Hlk180048525
	_Hlk180138192
	_Hlk180050301
	_Hlk180051975
	_Hlk149737756
	_Hlk180063340
	_Hlk180067902
	_Hlk180067935
	_Hlk180138409
	_Hlk159332500
	_Hlk150253874
	_Hlk160390256
	_Hlk180323160
	_Hlk182308491
	_Hlk180323174
	_Hlk182308506
	_Hlk180323193
	_Hlk182308547
	_Hlk180323211
	_30j0zll
	_1fob9te
	_Hlk182308635
	_Hlk182308681
	_Hlk182308692
	_Hlk180323250
	_Hlk182308718
	_tyjcwt
	_Hlk180323279
	_Hlk182308730
	_Hlk179804145
	_3dy6vkm
	_Hlk177495358
	_Hlk167786299
	_Hlk168846513
	_Hlk168847174
	_Hlk167745172
	_Hlk181870135
	_Hlk181885882
	_Hlk181870798
	_Hlk181870990
	_Hlk181968871
	_Hlk169610392
	_Hlk181176245
	_Hlk181176390
	_Hlk181096036
	_Hlk181101973
	_Hlk167091778
	_Hlk166749753
	_Hlk167104250
	_Hlk167097636
	_Hlk167097866
	_Hlk169613835
	_Hlk178184407
	_Hlk172550375
	_Hlk181010827
	_Hlk178797885
	_Hlk185077820
	_Hlk178582558
	_Hlk178582936
	OLE_LINK1
	_Hlk177384050
	_Hlk174619366
	_Hlk175739474
	_Hlk180479663
	_Hlk181183155
	_Hlk181191745
	_Hlk181192180
	_Hlk172545639
	_Hlk181266000
	_Hlk181269026
	_Hlk174261659
	_Hlk167728714
	Mathematical_Model
	Results
	Conclusions
	_bookmark27
	_Hlk112518829
	_Hlk168849723
	_Hlk182743368
	_Hlk118033838
	_Hlk118033933
	_Hlk118036895
	OLE_LINK4
	_ENREF_7
	OLE_LINK1
	_Hlk161187514
	_Hlk137906166
	_Hlk138089591
	_Hlk143009605
	_Hlk139043749
	_Hlk145575656
	_Hlk190162316
	_Hlk189212231
	_Hlk188212661
	_Hlk188212878
	_Hlk188203970
	_Hlk188262995
	_Hlk188191371
	_Hlk188305753
	_Hlk188309719

