CAPITULO 12

DETERMINACION DE LA CALIDAD
COMPOSICIONAL DE LA LECHE.

José de la C. Molina Arango Zoot .Esp. Cienc. y Tecnol. de alimentos.
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.(djose@une.net.co)

1. LALECHE COMO MATERIA PRIMA

La leche es una materia prima constituida por la mezcla
variable y compleja de varios elementos de alto valor
nutritivo, y de gran importancia para la industria, pues de
estos depende la composicion de los productos a fabri-
car. Es necesario, por consiguiente, que la industria ejer-
za un estrecho control de la leche acopiada, dando espe-
cial énfasis al elemento que tenga mas influencia en la
fabricacion del producto especifico de interés de la em-
presa, asi: para los productos como leche fluida, leche
condensada, o leche en polvo, interesa que la materia
prima sea rica en s6lidos totales; si se trata de producir
queso, importa la caseina y la grasa; y cuando la pro-
duccion esta dirigida a la obtencion de mantequilla y cre-
ma, el elemento principal a proteger es la grasa.

Enla recepcion de la leche es necesario controlar los
contenidos y la calidad bacteriologica; esta ultima es el
resultado de la frescura, de la higiene y de la cadena de
frio. Para establecer este control, es necesario definir
criterios y métodos que sean precisos, rapidos y de facil
medicion e interpretacion. Es importante recordar que,
si bien los componentes propios de la leche, son relativa-
mente estables, la calidad microbiana, por el contrario,

estara en constante cambio, tanto en la materia prima
como en los productos.

De un modo general, las pruebas rapidas de plataforma
sirven para decidir la aceptacion o rechazo de la leche y
pueden utilizarse, igualmente en la seleccion de la leche
para los diferentes destinos industriales. Mientras que
las pruebas de detalle y mas rigurosas, sirven como apo-
yo a las pruebas rapidas, y para clasificar la leche segtin
su calidad, para efectos de pago a los productores.

2. LA TOMADE MUESTRAS DE LECHE

La persona encargada de tomar dicha muestra, debe ha-
ber sido entrenada para el efecto. El volumen de la muestra
debe ser suficiente (minimo 100 ml) y fiel representante
del lote a examinar. Para tomar la muestra, la leche debe
agitarse fuertemente, por lo menos durante 30 segundos.
Si la toma de muestras representativas del lote presenta
dificultades, ellas deberan tomarse de diferentes lugares
y luego mezclarse mediante agitacion.

Los envases, agitadores, y demas equipos, deben estar
en lo posible estériles. Cada muestra se toma por dupli-
cado y debe ser analizarse dentro de los 30 minutos si-
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guientes; si esto no fuere posible, se debe proceder a
almacenarla en refrigerador a 5 °C, por periodos no
mayores de 18 horas.

Si se trata de muestras para el control estatal, se deben
acompafiar de un acta donde se mencionen claramente
las circunstancias en las cuales se obtuvieron las mues-
tras, el objetivo del muestreo, el lugar, 1a fecha, la hora, el
numero de muestras obtenidas y los lotes de los cuales se
obtuvieron; y de las caracteristicas del lugar.

Figura 1: diferentes tipos de recipientes para tomar la muestra
de leche del tanque o de la cantina.
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Las muestras para analisis quimicos pueden conservar-
se mediante la adicién de preservativos adecuados. La
naturaleza de dichos preservativos y su cantidad deben
especificarse en la etiqueta. Para los anélisis
bacteriolégicos u organolépticos, el inico método de con-
servacion de la leche es la refrigeracion entre 0 y 4°C.

Entre los quimicos utilizados se encuentra el bicarbonato
de potasio (KHCO3)y el alcohol amilico, este ultimo pro-
tege particularmente la grasa. También se puede usar
solucion de Fenol al 40 % en proporciones del 0.1 %,
respecto al peso de la leche. El fenol también puede ser
utilizado en dilucién de 50 mgs en 10 mls de alcohol. Este
es usado en proporcién del 1% del peso de la leche. Una
tercera alternativa es el uso de &cido salicilico diluido en
alcohol amilico (solucion estandar).

3. INDICADORES DE CALIDAD DE
LECHE Y SU INTERPRETACION

3.1 Calidad composicional de la leche La leche se
compone basicamente de agua (88%) y materia seca
(12%); en esta ultima se encuentra la grasa que corres-
ponde a un 3.7% aproximadamente. La grasa se encuen-
tra en emulsion, la caseina y las sales en suspension, y la
lactosa en solucion. (Ver tablas 1y 2)
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Tabla 1: Composicion en porcentaje de la materia seca de la

leche
Componentes Maximo % Minimo % % Promedio
Lactosa 6,1 2,1 4,9
Grasa 5.5 1,2 3,8
Proteina 6,4 2,07 3,55
Sales Minerales 1,21 0,35 0,71

Total Materia Seca 12,96

3.2 Las proteinas de la leche

Caseinas: Son complejos fosforados acidos que precipi-
tan a pH 4.6 y se sintetizan en la glandula mamaria. Exis-
ten tres clases de caseinas determinadas genéticamente:
alfa, beta y kappa. Lo caracteristico de estas proteinas
es que tienen la propiedad de asociarse con el calcio para
formar agregados denominados micelas. La caseina se
degrada a altas temperaturas, altas presiones, altas con-
centraciones de iones minerales, o por acidificacion. In-
dustrialmente, la caseina se utiliza en queseria y en fabri-
cacion de papel, fibras textiles (aralac), pegantes, boto-
nes, aisladores eléctricos, bolas de billar, ceras, pinturas
y fertilizantes.

Lactoalbumina y lactoglobulina: Estas son proteinas del
suero lacteo. La globulina es la responsable del sabor
particular de la leche caliente, debido la produccién de
sulfuro de H a partir de la cisteina. Las lactoproteinas se
precipitan a temperaturas superiores a 77°C.

3.2.1 Método de cuantificacion de la proteina

Para determinar la cantidad de proteina en la leche, se
utilizan métodos analiticos, colorimétricos y fisicos; entre
los que se destacan la prueba de Kjendahl, micro
Kjendahl, el indice aldehido (prueba de formol), Biuret y
la cromatografia.

El método Kjendahl mide el nitrégeno, en porcentaje
ponderal. Una cantidad pesada de la leche se
desmineraliza con ayuda de 4cido sulfiirico, en presencia
de 6xido de mercurio (como catalizador), para transfor-
mar el nitrégeno de los compuestos organicos en nitroge-
no amoniacal; el amoniaco se libera por adicién de soda
caustica, destilado sobre el 4cido Bérico.

Los reactivos utilizados en el método anterior, son: sulfato
potasico, 6xido rojo de mercurio, dcido sulfiirico de den-



Tabla 2: Composicién quimica de la leche

Proteinas 3,3
Caseina 2,6
Globulina 0,34
Albumina 0,06

Lactosa 4,96

Cenizas 0,72

Minerales
Calcio 122 mg
Fosforo 96 mg
Magnesio 12mg
Potasio 138 mg
Sodio 58 mg
Cloro 103 mg
Azufre 30 mg
Enzimas
Catalasa Amilasa

Peroxidasa Fosfatasa
Lipasa Aldehido reductasa

Proteasa Reductasa Microb

Vitaminas

Liposolubles
A 34 ug
Carotenoides 38 ug
D 2,36 u.s.p.
E 0,06 mg
100 Unid Dam
K Glav
Hidrosolubles
Acido Ascoérbico 1,6 mg
Biotina 3,5 mg
Colina 13,0 mg
Acido Félico 0,23 ug
Inositol 13 mg
Acido Nicotinico 85,0 mg
Acido
Pantoténico 350 ug
Piridoxina 48,0 ug
Riboflavina 157,0 ug
Tiamina 42,0 ug
B12 0,56 ug
Gases
disueltos 02
N
N2S

sidad 1.84, solucién de soda caustica (500 gde soda, 12 g
de sulfato sddico con nueve moléculas de agua y agua en
cantidad suficiente para un litro), solucién de acido bérico
(40 g en un litro de agua), cido clorhidrico 0.1 N, solu-
ci6n de tetraborato sédico y un indicador (2 gde rojo de
metilo y un gramo de azul de metileno en un litro de alco-
hol metilico de 96%).

La muestra de calienta a 20°C mientras se homogeniza.
En un matraz kjeldahl se colocan, sucesivamente, perlas
de vidrio, 10 g. de sulfato potasico, 0.05 g. de 6xido rojo
de mercurio, 5 gde leche, 20 ml de 4cido sulfiirico y se
mezclan. Se calienta hasta que deje de formar espumay
el liquido quede claro e incoloro (mas de 1,5 hrs.), se deja
enfriar a temperatura ambiente y, finalmente, se adicio-
nan 150 ml de agua destilada y un poco de piedra pémez,
y se mezclan.

Enun erlenmeyer se colocan 50 ml de solucién de acido
bérico y 4 gotas de indicador, depositadas por la pared
del cuello. Se afiaden al Kjendahl 80 ml de de solucién

de soda caustica por la pared del cuello, a fin de que los
liquidos no se mezclen; se monta en el aparato de destila-
cidn, y se calienta por 20 minutos, cuidando queno se
forme espuma. Un poco antes de terminar, se baja el
erlenmeyer de forma que el tubo de salida quede fuera
del liquido, se apaga el calentador, y se valora el destila-
do con 4cido clorhidrico 0.1 N. A modo de control, se
hace una prueba en blanco con 5 ml de agua a cambio de
leche.

Los calculos se realizan en la siguiente forma:

ST = 1LAON(V -V")

NT es el nitrogeno total, N es la normalidad del acido
clorhidrico, Vy V' los ml gastados de 4cido clorhidrico
(gastados en ambas pruebas), y P el peso de la leche.
Para determinar el valor proteico, se multiplica el valor
hallado para Nitrégeno por 6.25.
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3.3. La grasa de la leche

La grasa de la leche, en un 89%, se compone de
triglicéridos (glicerol y tres moléculas de acido graso);
fosfolipidos 0.5-1%; sustancias insaponificables, 1%.
Incluye 60 tipos diferentes de acidos grasos, entre los
que se destacan: Butirico, Caproico, Caprilico, Caprico,
Laurico, Miristico, Palmitico, Estearico, Oleico,
Araquidénico, Linoleico. Para su determinacion, existen
métodos volumétricos (Babcock, Gerber), gravimétricos
(Soxhlet Mojonnier) y fisicoquimicos (Milk-o-tester,
lactoscan, Milk-o-scan)

3.3.1 Método del butirometro
Este método se basa en los siguientes principios:

Al mezclar el H2SO4 con leche, en proporciones ade-
cuadas, la proteina se hidroliza, y en esta forma no es
capaz de mantener la grasa en estado de emulsion; esto
permite, entonces, que la grasa suba libremente.

Al aplicar la fuerza centrifuga, la grasa es forzada a acu-
mularse en el cuello de la botella (butirdmetro). Debido a
la temperatura que alcanza la muestra durante la prueba,
se hacen mas fluidas las grasas, y aumenta la densidad
de la mezcla. La densidad de la grasa es de mas o me-
nos, 0.93 yla de la solucion acida, mas o menos, 1.43.

El procedimiento se realiza de la siguiente forma: Se
marcan los butirdmetros; se homogeniza la muestra de
leche, calentandola a 40° C, agitando, y luego enfriando a
20° C. Se toman con pipeta 17.6 ml de muestra y se
llevan al butirémetro. Se le agregan 17.5ml de acido sul-
fitrico (puro) de densidad 1.82 a 1.83, a 20° C, fraccio-
nandolo en tres porciones, y dando al butirémetro un
movimiento rotatorio (en este momento es necesario ser
muy cuidadosos, pues si la leche tiene carbonatos o
bicarbonatos, la reaccién es brusca, y se pueden producir
quemaduras). Se deben usar pipetas de seguridad y co-
pas para la medicién del 4cido. Luego, se centrifuga du-
rante 5 minutos, a una velocidad, que se calcula segin la
siguiente tabla:

Tabla 3: Relacidén de la centrifuga en revoluciones por
minuto, con respecto al didmetro de la centrifuga en pulgadas

14" = 909 rpm
16" = 808 rpm
18%= 800 rpm
20" = 759 rpm
22" = 720 rpm
24" = 693 rpm
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Se agrega agua a 65 - 70°C hasta el cuello de butirometro,
se vuelve a centrifugar por 2 minutos, se agrega agua a
65 - 70° C hasta que la base de la columna de agua esté
arriba de "0". Nuevamente se centrifuga por un minuto,
se llevan los butirdmetros a bafio Maria a 65° C durante
tres minutos. El agua debe estar al mismo nivel que la
superficie de grasa del butirdmetro. Se agregan dos o
tres gotas de Glimol (el color rojo demarca bien la linea
de lectura superior).

Para realizar la lectura, con la ayuda de una pinza se
coloca la abertura exacta de la columna de grasa, y luego
se traslada uno de los extremos al "0" de la graduacién,
para leer asi de "0"en adelante. Unos autores dicen que
se debe leer como "A" (Manual de Lecheria para Amé-
rica Tropical. "Hudson"). Otros autores hablan de leer
como "B" (Tecnologia de la leche Aurelio Revilla). Como
se muestra en la figura que aparece a continuacion; en-
tre las dos formas de leer existe una diferencia de mas o
menos 0.1 %. La lectura da directamente en porcentaje
de grasa.

Figura 2: dos formas de leer los resultados del butirémetro
(ver texto).

Si una vez realizada la prueba se encuentra que en la
base de la columna de grasa aparecen particulas de color
blanco (coagulos), se debe a una de las siguientes cau-
sas: mala agitacion al mezclar, acido de densidad menor,
o malas medidas en volumen; en este caso se repite la
prueba.

El tiempo de centrifugaciéon depende del tipo de leche
que se utilice: 1a leche cruda no homogenizada se centrifuga
cinco, dos y un minuto; la leche homogenizada, se
centrifuga diez, dos y un minuto, por el menor tamafio de
las particulas de grasa.

Cuando en la base de la columna de grasa, se encuentran
particulas de color oscuro, se debe a un exceso de 4cido



(mal medido), o porque el trabajo se hizo con 4cido y
leche a temperaturas muy elevadas.

3.3.2 Método de Gerber

Para realizar esta prueba se pipetean 10 ml de H2SO4,
densidad 1.82 a 20°C, sin mojar las paredes del frasco o
butirometro. Se gotean suavemente sobre el 4cido, 11 ml
de leche a20°C. La leche debe estar bien mezclada. Se
agrega 1 ml de alcohol amilico puro (densidad 0.815a
15°C, y punto de ebullicién 128 a 132°C). Se tapa hermé-
ticamente con el tapon de caucho. Se voltea varias veces
el butirdmetro suavemente, y se agita para que se
homogenice la muestra. Se centrifuga por cinco minutos,
se lleva al bafio Maria a 65°C durante tres minutos (el
agua debe cubrir la linea superior de la columna de gra-
sa). Se presiona el tapon, y se lleva la columna de grasa
sobre €l "0" de la escala y se lee el porcentaje.

El alcohol amilico tiene la funcién de clarificar la grasa
mostrando una columna mas limpia y clara al leer. Cuan-
do el alcohol amilico no es puro se mezcla completamen-
te con la grasa y da lugar a errores de lectura.

El método Gerber es mas preciso que el Babcock,
generalmente detecta 0.1 % mads que el Babcock.

El método Gerber es muy usado en la Sabana de Bo-
gota, Boyacd, Narifio; en Antioquia predomina el mé-
todo Babcock.

El inconveniente mayor del método Gerber son los
tapones de caucho, que se deterioran por accion del
acido, ocasionando escapes, dafio de muestras y co-
rrosion de las centrifugas.

3.4. Los azucares de la leche

La lactosa se presenta en dos formas en la naturaleza:
alfay beta, las cuales permanecen en constante equili-
brio; la lactosa beta es 22% mas soluble que la alfa. La

lactosa es débilmente dulce. Se puede desdoblar en glu-
cosa y galactosa, con un rendimiento de 71g de lactosa
hidratada equivalentes a 50 g de glucosa.

3.4.1 Métodos de determinacion de la lactosa

Para su determinacion se utilizan: una solucién de acetato
de zinc al 30%, una solucién de ferrocianuro potésico al
15%, licor ciiprico (sulfato de cobre al 4%), licor tartari-
co (formado por 200 g de sal de Seignette, 150 g de
soda céustica y ajustado a un litro de agua) licor férrico
(formado por 50 g de sulfato férrico en 200 g de 4cido
sulfirico y llevado a un litro con agua destilada) y
permanganato 0.1 N.

La técnica consiste en afiadira 10 ml de leche unmlde
acetato de zinc y un ml de solucién de ferrocianuro
potésico; agitar y completar a 100 ml con agua destilada;
agitar y dejar en reposo por 15 minutos. Luego, se filtra
hasta clarificar la sustancia. A continuacién en un
erlenmeyer de 150 ml se colocan 20 mlde licor ctprico,
20 ml de licor tartérico, 10 ml de filtrado clarificado (que
corresponda a 1ml. de leche) y 10 ml de agua destilada.
Agitar, hervir suavemente, y mantener en hervor por tres
minutos, dejar en reposo y decantar sobre filtro de amianto,
o de lana de vidrio, con pequefio vacio, cuidando de arras-
trar la menor cantidad de precipitado; lavar el precipitado
con 10 ml de agua destilada y hervida; se deja reposar y
se decanta nuevamente. Disolver el precipitado en 10 ml
de licor férrico, pasar esta solucién por un nuevo filtro
para disolver las pequefias cantidades de 6xido cuproso
que fueron arrastradas; lavar a fondo con agua destilada
hervida. Titular el filtrado con permanganato, hasta obte-
ner coloracion rosa.

Se puede también separar el precipitado por centrifugacién
a 5000 rpm durante cinco minutos; se lava conaguay se
centrifuga de nuevo, y con licor férrico centrifugary
valorar con permanganato. Un ml de permanganato N/
10 corresponde a 6.35 mg de cobre. La siguiente tabla,
permite el calculo de la lactosa:

ml permanganato 5 6

10 11 |12

Lactosa hidratada gr/|

23,6 | 28,5

33,4 |385]|435[/486 |53,8|59]64,1
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3.5. El pH de la leche

La leche es una sustancia con tendencia a la neutralidad.
Aunque es una sustancia anfotérica, su pH normal es de
6.8 y tiende a disminuir a medida que se presente creci-
miento bacterial. Para su determinacion, se utilizan
potenciometros calibrados previamente apH4 yapH 7

3.6. Minerales, sales minerales y gases disueltos
en la leche

En la leche existen sustancias salinas en proporciones de
9.0 g/l; entre ellas, estan los cloruros de sodio y potasio;
los fosfatos de potasio, de magnesio y de calcio; los citratos
de calcio, magnesio y potasio; bicarbonato y sulfato de
sodio. También se encuentran minerales a niveles de 7.0
g/l como Na, K, Ca, P, Fe, Cu, Mny Zinc. El 4cido
citrico es importante en el aroma de fermentados y de la
mantequilla, y el calcio se requiere en la coagulacién.

Entre los gases encontrados se tienen anhidrido carbénico,
NyO02. Ademas, cuando la leche es calentada, es posible
determinar H2S después de descomponer la proteina.

3.6.1 Métodos de determinacion de minerales

Para cuantificar minerales, se usan pruebas de determi-
nacién de cloruros, de opalescencia, de potenciometria,
espectrofotometria de masas y colorimetria.

3.6.1.1. Para la determinacién de fésforo se trabaja
sobre las cenizas. Se afiaden, a Iml. de leche, dos gotas
de acético y dos gotas de reactivo de tanred; se agitay
se completa a 100 ml; se filtra, y sobre 5 ml de filtrado se
determina el fosforo con 6 ml de reactivo Deniges (par-
tes iguales de sulfiirico y molibdato aminito al 10%, en
contacto durante una hora con limaduras de cobre). Se
hierve por 10 segundos, y se compara el color azul desa-
rrollado con escala preparada con concentraciones co-
nocidas de fosfatos

3.6.1.2. El calcio se determina por medicion del volu-
men de un precipitado obtenido; por medidas volumétricas,
calorimétricas, turbidimétricas; cromatografia del papel,
cromatografia de columna, espectrofotometria,
gravimetrias, polarografia y fotometria de llama.

Para determinarlo por el volumen del precipitado se usa:
a)Solucién de metaestanato potasico (en un vaso se co-

locan 15 grs de estafio puro y un poco de agua destilada;
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se adicionan mas o menos 80 mls.acido nitrico concen-
trado hasta disolver el estafio, El precipitado blanco de
acido metaestanico se lava por decantacion tres veces,
cada una de ellas con medio litro de agua; el liquido recu-
perado se filtra y se disuelve mediante la adicién de Sml
de solucion alcalina fuerte al 71%; se espera con dos ml
de dicha soluci6n se recuperen las trazas de 4cido meta
estannico que quedaron en el filtro.

La solucién obtenida se llevaa 250 ml con agua destilada.
b) Acido Nitrico
¢) Soluci6n de soda catstica ( potasa) de normalidad media

d) Solucién de EDTA: se prepara con4 gde sal sodica
en agua destilada hasta ajustar un litro. Luego esta solu-
ci6n se titula de tal forma que cada ml equivalga a 0.0004
gde calcio.

e); Murexida (indicador).

f) Solucioén estandar de cloruro calcico: disolver 2 gren
4cido clorhidrico diluido y ajustado a 1 litro.

Se procede de la siguiente forma: A S5 mlde leche se le
afiaden 30 ml de agua destilada, 1 ml de 4cido nitrico
diluido, se agita y se adicionan 10 ml de metaestanato
potésico, se mezcla lentamente y con agitacion constan-
te; se completa a 100 ml con agua destilada, se deja en
reposo y luego se elimina el precipitado blanco mediante
filtracién; se desechan los primeros mililitros. 50 ml de
este filtrado se neutralizan con potasa, y una vez alcan-
zada la neutralidad, se afiaden 2 ml mas de potasa, se
titula con EDTA previa adicion de murexina.

El resultado se tabula de la siguiente manera:
ml corregidos por el precipitado (C) = 50.A/(B-C)

A: Cantidad en ml de EDTA gastados para titular 5 mlde
solucién estandar, requeridos en 5 ml de solucion estandar
de cloruro calcico.

B: Son los ml de EDTA requeridos para titular en 50 ml
de filtrado, mas 5 ml de solucion estandar de cloruro
calcico.

C: Son los ml de EDTA usados para 50 ml de filtrado, sin
solucién estandar.

El valor (C) se multiplica por 0.0004, puesto que cada
ml equivale a .0004 grde Ca



Cantidad de calcio en 50 ml= C x 0.0004

3.7. Vitaminas ldcteas

Las vitaminas encontradas en la leche pueden ser clasi-
ficadas de acuerdo con su solubilidad:

Las Liposolubles se encuentran en la grasa: VitA: 1500
U.IIt, VitD: 20 U.I/It, Vit E: 1.5 mg/lt.

Las Hidrosolubles se encuentran en leche desnatada.
Vit B1(Tiamina): 400 a 1000 mg/1t, Vit B2 (Riboflavina):
800 a 3000 mg/1, Vit B6 (Piridoxal), Vit B12 (Cobalamina),
Vit C (Ac. Ascérbico), VitPP (Acidonicotinicoy niacina):
1-2mg/l, 4cido pantoténico: 2-5 mg/lt, acido félico: 0.3 -
6 mg/l.

Entre los métodos conocidos para determinacion de vita-
minas, se encuentran los cromatograficos que son los de
mayor utilizacién en la actualidad. A continuacion se des-
cribe el procedimiento para determinar las vitaminas
liposolubles.

3.7.1 Determinacion de vitamina A: El contenido de
esta vitamina varia con el contenido de grasa en la leche,
o con las estaciones climaticas. No se afecta ante la
pasterizacion, ni con la presencia de cobre, pero si se
pierde algo en los procesos de congelacidn, y la presen-
cia de oxigeno la destruye lentamente. Para su medicién
se puede usar el método de cromatografia, asi:

Un gramo de grasa butirica se disuelve en heptano (10ml),
y se hace pasar por una columna de alimina (3-4 cm. de
alto y 1.3 cm. de didmetro); alli quedan retenidas la
xantofila y la forma alcoholica de la vitamina A. Para
completar la elusion de la forma éster se pasa a través de
la columna de hexano con 2% de acetona, hasta conse-
guir 30 ml de eluido; luego se eluyen la xantofila y la
fraccién alcohdlica de la vitamina A, pasando 30 ml de
hexano normal con 8% de etanol.

A continuacion debe saponificarse la fraccion correspon-
diente a la vitamina A, ya que su concentracion en la
leche es demasiado baja para valorarla por la reaccion
del tricloruro de antimonio; adema4s se debe eliminar la
carotina beta. Para ello se toman 2.5 g de grasa, y se
afiaden 1.1 ml de potasa al 60% y 5 ml de etanol; se
hierve con refrigerante de reflujo durante 3-5 minutos
(hasta que haya desaparecido el olor caracteristico). Lue-
go, se diluye con 20 ml. de agua destilada, y se agota tres
veces con porciones de 25, 15 y 5 ml de éter (libre de

perdxidos); se reunen los extractos etéreos y se lavan
tres veces con 20 ml de destilada; se desecan sobre sulfato
sodico anhidro, y se evaporan. El residuo se recupera
con cloroformo (para realizar la reaccién del tricloruro
de antimonio); o bien con hexano, para realizar una se-
gunda cromatografia que permite separar la forma alco-
holica de la vitamina A de la carotina beta.

3.7.2 Determinacion de vitamina D: Esta vitamina
aumenta con la luz solar; por tanto, estd incrementada en
el verano. La dieta baja en proteinas afecta negativa-
mente la cantidad de esta vitamina. Es termosensible, pero
la pasterizacion no la afecta.

El método mas conocido para su medicion es el de
cromatografia, que se describe a continuacidn. Se trata
la leche por calentamiento con reflujo, con potasa al 50%,
mas un antioxidante; se extrae con éter de petréleo, se
lava con agua bajo atmoésfera de nitrogeno, se deseca
sobre sulfato sodico, y se purifica por paso a través de
columna cromatografica. El eluido se disuelve en
tricloroetano, después de eliminar el solvente, y se lee a
500-550 nanémetros.

3.7.3 Determinacion de vitamina E: Se pueden utili-
zar los métodos colorimétricos, entre otros. Se toman 10
gr de grasa extraida de la leche, se tratan con 5 ml de
pirogalol (5 gr en 100 ml de metanol absoluto); se somete
esta mezcla a reflujo en frasco de extraccion los 20 ml de
potasa alcohdlica 3.5 N, manteniendo la temperatura de
80°C durante 10 minutos. Cuando cesa el calentamiento,
se lava el condensador con 5 ml. de metanol absoluto y
se agregan 40 ml de agua destilada y 15 ml de metanol
absoluto, se tapa y enfiia a temperatura ambiente, se
pasa por un embudo separador agregando 60 ml de agua
destilada y 80 ml de éter libre de peréxidos Separar la
capa acuosa y tratar con potasa al 7% (en agua) y 50 ml
de "Calgon" al 2%, desecar sobre sulfato sédico, elimi-
nar el éter, disolver en 2 ml. de benceno, completar a
volumen conocido con etanol absoluto, y desarrollar el
color como en el caso anterior.

3.7.4 Determinacion de vitamina K: La metodologia
mas usada es por cromatografia. Para ello, se hace una
solucién estandar de vitamina K, disolviendo 25 mgren
100 ml de benceno (estable en la oscuridad por pocas
semanas). Se hace una solucion de 2-4
dinitrofenilhidrazina con 50 mgr en 20 ml de etanol clor-
hidrico. Estas dos diluciones se mezclan en partes igua-
les de etanol de 96% y amoniaco de 0.90 de densidad.
Se purifica la floridita, hirviéndola con clorhidrico al 37%;
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se lava 3 veces con agua hasta que el agua de lavado
sea neutra, y luego se deseca a 37°C.

La calibracion de las curvas se hace agregandoa 2 ml
de solucién estandar de la vitamina, 1 ml de 2-4
dinitrofenilhidrazina y 2 ml. de alcohol absoluto; se so-
mete a calentamiento con refrigerante de reflujo, de 80-
90 minutos, manteniendo los 80°C; se deseca con co-
rriente de aire a 40-50°C, se disuelve en alcohol caliente,
se afiaden 2.5 ml de la mezcla de etanol y amoniaco, y se
lee a 635 milimicras. 2 ml de extracto en benceno se
pasan por columna de Forisil, se lava dos veces (cada
una con 1 ml de benceno), se eluye con 1 ml de 2-4
dinitrofenilhidrazina y 5 ml de alcohol, y se sigue como
para el calibrado.

3.8 Enzimas

La leche contiene varias enzimas; entre ellas, las Lipasas:
(hidrolizan los glicéridos), Fosfatasas, (la alcalina hidroliza
los esteres fosforicos). Proteasas o galactasas que de-
gradan los prétidos. Amilasas: (Hidrolizan el almidén),
Aldehido reductasas: (Oxida el formol en presencia del
azul de metileno). La reductasa sola sirve como patrén
microbiano. Peroxidasa y catalasa que descomponen
el peréxido de hidrogeno. Se describira la determinacion
de aquéllas con mayor importancia industrial, incluyendo
la reductasa.

3.8.1 Determinacion de lipasa: Se determina la des-
composicion de la butirina a pH 8.5, y cuando ha queda-
do libre el 4cido butirico, se destila para evaporarlo y va-
lorar. El fluor, el 4cido butirico, el benzol, el éter y los
4cidos retardan su accién. La aureomicina la inhibe par-
cialmente. La homogenizacion aumenta su accion. Diez
partes por millon de cobre, 0 25 ppm de hierro destruyen
su accion. La accién de la lipasa es maxima a pH de 8.5
oentre 5.4y 6.3.

3.8.2 Determinacién de fosfatasa: Esta enzima libera
el fenol de las combinaciones de éste con el dcido fosfori-
co. Se destruye con la pasterizacion y por lo tanto, es un
indicador de eficiencia de este procedimiento. Entre las
pruebas de identificacién reconocidas, se destaca la técni-
ca de Scharery lactognost Heyl, comercializada por labo-
ratorios Merck; esta técnica se describe a continuacion.

Para iniciar, se debe tener cuidado que no existan trazas
de fenol, por residuos de desinfectantes; el material debe
estar bien lavado, las pipetas no deben estar contamina-
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das con saliva, se debe usar una pipeta distinta para cada
muestra, conservar todos los reactivos en nevera y fuera
de la accion de la luz. La muestra debera conservarse
hasta el analisis entre 2-8°C, y se calienta para
homogenizar hasta 38°C.

En un tubo de ensayo se vierten 10 ml. de agua destilada,
a 37°C, y se afiade una tableta de éster fenilico del dcido
fosforico y otra tableta de sustancia tampén alcalina. Una
vez disueltas, se adiciona un ml de leche, se mantiene la
mezcla 10 minutos, a 37°C, se afiade el contenido de una
cucharadita dosificadora del reactivo del formol en pol-
vo, se deja actuar por 3-5 minutos agitando 30 segundos,
y se observa el color. La reaccién positiva da coloracién
azul, y es indicativo de calentamiento, de pasterizacién
insuficiente o de contaminacion con leche cruda. Tonos
pardos indican negatividad, y calentamiento de
pasterizacion suficiente

3.8.3 Determinacién de amilasa: La alfa amilasa
cataliza la dextrinificacién del almidén sin, con o con poca
sacarificacién simultdnea. La amilasa beta provoca la
sacarificacion sin dextrinificacién. Las amilasas se
inactivan entre 50 y 65°C.

La determinacion se inicia con la obtencién de suero, tra-
tando 100 ml de la leche con 3 ml de acetato de plomo, o
bien, 5 ml de leche con 15 ml de solucién de hierro coloi-
dal a 1%. El licuado del almidén, se determina calculando
el tiempo que tarde en salir una mezcla de suero y fécula
de papa, por un aparato semejante a un viscosimetro,
manteniendo la temperatura a 37°C. La dexnitrizacion se
determina afiadiendo cantidades de solucion reciente de
almidoén en distintos tubos, en cada uno de los cuales se
han puesto 10 ml de leche y 3 ml de tolueno, manteniendo
durante 24 horas a 37°C; luego se afiade solucién de yodo
potasico y se comparan tonalidades. La sacarificacién se
logra afiadiendo a 100 ml de leche, 30 ml de solucion de
almidén y 5 ml de tolueno, manteniéndolos a 37°C; luego
se determinan las sustancias reductoras.

La licuefaccion la da la siguiente formula:
dv/dtC2* 106 V/a

dv.=Derivada de la viscosidad especifica
dt=Derivada del tiempo en minutos
C=Concentracion de almidon

V=Total gramos o ml de la mezcla que reacciona
a=el valor de la licuefaccién



3.8.4. Determinacion de peroxidasa: Esta oxida el
guayacolato, convirtiéndolo en parafenilenodiamina, en
presencia de agua. Se precipita con la lacto albumina y
no con la caseina.

No la modifican, el carbono sédico, el bérax, alcohol
bencilico, acido salicilico, cloruro mercirico ni el cloro-
formo. Dificultan su accidn: los sulfocianatos, acido
cianhidrico, acido lactico, hiposulfito sédico, alcohol
metilico y alcohol amilico. SupH 6ptimo est4 entre 6.5-
7.2; se destruye por calentamiento por encima de 80°C;
por lo tanto, es otro indicador de calentamiento de la le-
che. La no presencia en leche pasterizada, indica un
sobrecalentamiento durante la pasterizacion y, por ende,
una disminucion del valor biologico de la leche.

Por su accién de descomponer el agua oxigenada, libe-
rando oxigeno atdmico, la peroxidasa es capaz de fijarse
sobre una sustancia oxidable, tal como el guayacolato,
que al quedar oxidado, da una coloraci6n rojo salmén. La
técnica de identificacién incluye, entre otros, el de Tillmans
y el método francés que se describe a continuacién:

En un tubo de ensayo se colocan 2 ml. de leche con 2 ml,
de solucidn saturada de guayacol en agua, y una gota de
agua oxigenada de 10 volumenes, agitar y conservar el
tubo en la mano para que alcance 25°C. Se da por bien
pasterizada la leche, si se observa cambio de coloracién
a salmé6n después de un minuto de reaccion (peroxidasa
positiva en la prueba). Sino presenta cambio de colora-
cién serd negativo, y ello indica sobrecalentamiento de la
leche

3.8.5. Determinacién de catalasa. Tiene un gran valor
diagnéstico, especialmente para detectar leches proce-
dentes de ubres enfermas; guarda relacién con el niime-
ro de leucocitos y otros elementos celulares. Descom-
pone el agua oxigenada en agua y oxigeno molecular; se
expresa bien por el oxigeno que libera, o por la cantidad
de agua oxigenada que descompone un volumen dado de
leche. Los leucocitos, especialmente los
polimorfonucleares y ciertos microorganismos originan
catalasas. Bien es sabido que los fermentos lacticos ge-
nuinos no secretan catalasa, contrario a los espureos
(protedliticos y coli-aerdgenes) que producen lactasa en
abundancia. Normalmente la catalasa aumenta por in-
flamacion de la glandula mamaria, la riqueza microbiana,
y el calostro; el calentamiento a 62°C por una hora des-
truye la actividad de la enzima.

La catalasa puede determinarse midiendo el volumen de
oxigeno desprendido, valorando con permanganato, por
el agua oxigenada que no fue destruida, o bien, por
iodometria Para conocer la cantidad de agua oxigenada
sobrante después de haber detenido la accién de la
catalasa con sulfiirico concentrado, se hace la prueba
sobre placa de Odo Buyvid.

A un volumen determinado de leche, se le afiade un volu-
men conocido de agua oxigenada; se deja pasar un cierto
tiempo y se afiade ioduro potasico; con hiposulfito valo-
rado se determina el yodo liberado, segtn las reacciones:

H202 +2KI=2KOH +12
I+28203Na2 = Nal +2S203Na

Para ello, se mezclan 5 ml de leche con 5 ml de agua
oxigenada y tres gotas de 4cido clorhidrico concentrado;
se deja en contacto dos horas y luego, se afiaden 10 ml
de acido clorhidrico concentrado, para destruir la catalasa,
y 10 ml de ioduro potasico al 10%; se deja en contacto 10
minutos, se agregan 100 ml de agua y se valora con
hiposulfito N/10 y almidén.

Sean A los ml gastados. Se hace otra determinacion, sin
afiadir los 3 ml de 4cido clorhidrico, y se obtiene otro
valorde B. La cifra catalasa (Cantidad de agua oxige-
nada destruida en 100 ml de leche durante dos horas),
seria:

(A-B)*0.017*20

Un mililitro de hiposulfito N/10 corresponde 2 0.0017 g.
de agua oxigenada. Un gramo de yodo liberado, equivale
a43.83 ml de oxigeno, medido a 0°C y 760 mm. Para
estar seguros de que el agua oxigenada ha conservado
su titulo, bastara tratar 1 ml de ella con 17 ml de aguay 2
ml de sulfiirico; se afiade, gota a gota, permanganato (N/
10) hasta obtener un color rosa; si es de 1%, gastara 6 ml
de permanganato.
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