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Introduccion

La calidad de laleche comercia y de sus derivados elaborados en una industria lactea,
depende directamente de la calidad del producto original o materia prima, proveniente de las
zonas de produccion y de las condiciones de transporte, conservacion y manipulacion en
general hasta la planta. Por lo tanto, € éxito y buen nombre de la industria y en dltima
instancia la calidad del producto que llega a consumidor, dependen del control que se lleve
sobre laleche cruda.

En la presente guia se incluyen algunas de las pruebas més cominmente empleadas en
las industrias lécteas con el propdsito de establecer la calidad sanitaria. De estas pruebas, unas
pueden redlizarse en el campo 0 en la receptoria de la planta; tal es el caso de las
determinaciones de temperatura, caracteres organolépticos, lactofiltracion y de la prueba
lactométrica (peso especifico), mediante las cuales es posible reconocer algunas leches
inaceptables, evitando que dafien la leche de buena calidad a mezclarse en camiones cisternas
o en los tangques de almacenamiento. Otras, como la prueba del alcohol, las determinaciones
de acidez, pH y las basadas en la reduccion de colorantes, son realizadas en un laboratorio con
el objeto de determinar la calidad de leches sospechosas o como técnicas rutinarias de control.

A las referidas pruebas de calidad sanitarias es hecesario sumar las determinaciones de
adulteraciones como la adicién de inhibidores o la adicidn de agua, a veces enmascarada por la
adicion de cloruros y otros solidos; la medicion del contenido de grasa total, solidos totales 'y
otros andlisis quimicos o0 microbiolégicos que requieren de equipos especiales y personad mas

especializado. Estas determinaciones seran consideradas en secciones practicas posteriores.

Objetivos
Analizar la importancia del control de la calidad de la leche cruda como materia
prima de la Industria lactea
Reconocer |as pruebas que determinan la aceptacion o rechazo de laleche crudaen
la industria lactea.
Aplicar las pruebas utilizadas para determinar indirectamente la calidad sanitaria de
la leche cruda
Interpretar los resultados del andlisis aplicado en la recepcion de leche cruda a

nivel de planta



Tomadela Muestra

Para obtener buenos resultados es requisito indispensable tomar muestras que sean
verdaderamente representativas del producto a analizar y con una frecuencia tal, que permita
establecer si e producto cumple 0 no con los requisitos minimos impuestos por la planta o los
reglamentos.

Las llamadas pruebas de recepcién o de plataforma se realizan directamente sobre la
leche cruda bien mezclada y sin mayor preparacion Pero para las pruebas de laboratorio es
indispensable seguir ciertas pautas que permitan tomar la muestra en forma representativa y
conservarla de manera adecuada hasta su andlisis. (AOAC, 1981; APHA, 1979; MIF, 1964).
En Venezuela, e muestreo debe hacerse segiin la norma COVENIN 938-83, la cua especifica
el procedimiento para cada producto lacteo.

La muedtra debe ser tomada por una persona Sana, capacitada y autorizada,
preferiblemente por triplicado. La cantidad de leche necesaria para un andisis corriente, desde
el punto de vista fisico-quimico es de 200-500 mL, mientras que para un andisis
microbiol6gico bastan 150 mL. Laleche no debe estar congelada, debe mezclarse bien durante
el muestreo, pasadndola 3 0 4 veces consecutivamente de un recipiente a otro. Si se encuentra
en recipientes muy grandes, en camiones o tanques de almacenamiento; debe agitarse en
forma completa, manteniendo la agitacion por 30 segundos. Si se observa la nata separada, la
agitacion debe continuarse suavemente hasta que se distribuya uniformemente, sin dejar
particulas visibles. Seguidamente se puede determinar la temperatura. La muestra debe ser
colectada con probadores adecuados como el cuchardn, € tubo de muestreo o frascos
especialesy transferirla a un recipiente apropiado, limpio y seco, debidamente rotulado parala
identificacion posterior.

Cuando € andlisis no ha de efectuarse inmediatamente después de tomar la muestra,
ésta debe guardarse en un recipiente estéril, herméticamente cerrado y protegido contra
contaminaciones, bien identificado, y mantenido a una temperatura de 0a 5 °C (sin congdlar).
Si la muestra ha e transportarse, € recipiente debe Illenarse completamente. Estas muestras
deben analizarse con prontitud pero s e andlisis ha de hacerse después de 4 horas, es

necesario anotar en € informe de laboratorio la hora del muestreo y la hora del andlisis.



En caso de que resulte précticamente imposible tomar muestras de cada lote de leche
enviado por un determinado productor durante cierto tiempo, se procederd a tomar una
"muestra compuesta’, es decir aquella que eda integrada por una mezcla de pequefias
porciones representativa de cada lote, de un volumen proporciona a los mismos, cada una no
menor de 10 mL. La muestra compuesta total no debe ser menor de 150 ni., recolectados
durante 10 a 15 dias, en porciones de 10 6 15 mL/dia'y debe mantenerse bajo refrigeracion,
adicionada de un preservativo; es frecuente e empleo de tabletas de cloruro de mercurio
(sublimado corrosivo) o dicromato potasico en la proporcién de unatableta (0,5 g de reactivo)
por 250 mL de muestra, o bien formaldehido en la proporcié n de 0,1 mL (2 gotas) de solucion
al 36% por cada 30 mL de muestra. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que estos compuestos
pueden afectar la determinacion de grasa, disminuyendo los resultados. Ademés s se ha de
practicar una determinacion de fosfatasa, la muestra solo podr& conservarse con cloroformo
como preservativo y € tapdn del recipiente debe ser libre de sustancia fendlicas.

Es 16gico suponer también, que aguellas muestras que vayan a ser analizadas desde €l
punto de vista microbiologico, no deben adicionarse ningln preservativo quimico, deben
guardarse bajo refrigeracion y anaizarse antes de pasadas las 24 horas. Por otra parte, cuando
el muestreo ha de realizarse sobre un nimero excesivamente grande de muestras y sobre todo,
cuando éstas se destruyen, es necesario recurrir a procedimientos de muestreo estadistico
como los recomendados por e Departamento de la Defensa de los Estados Unidos (Military

Standard Sampling Procedures), algunos aceptados por la norma COVENIN.

Pruebas de M udle (Plataf orma)

Dentro de este grupo estan la determinacion de la temperatura, caracteres

organol épticos, peso especifico y lactofiltracion.

Temperatura
La leche cruda, debe ser entregada a la planta en las primeras 2 horas que siguen a

ordefio para evitar €l rapido crecimiento bacteriano que ocasiona la disminucion de su calidad
y su rgpida descomposicion. De lo contrario, la leche debe refrigerarse répidamente después
del ordefio y mantenerse entre 0-5 °C hasta su procesamiento. La determinacion de la

temperatura de la leche cruda a ser entregada a la planta es por consiguiente, un buen indicio



(aungue no necesariamente) del cuidado que se ha tenido en la granja o durante su transporte
paratratar de conservarla en éptimas condiciones.

La determinacion de la temperatura adquiri6 mayor importancia en nuestro medio
cuando se implementd el aumento del precio de la leche refrigerada. Actuamente la mayoria
de las plantas procesadora solo reciben leche fria. En Venezuela cas todos los vehiculos
utilizados para el transporte de leche no poseen sistemas de refrigeracion, sin embargo los
tanques tienen aislantes que permiten conservar la temperatura. No obstante, es normal que
durante € trayecto, la leche pierda cierto grado de frio, pero la misma nunca debe llegar a la
planta a més de 10 °C.

Para la determinacion de la temperatura de la leche deben observarse las siguientes
condiciones:

» Los termémetros deben estar debidamente calibrados y graduados de tal manera

gue cubran aproximadamente de-10 a+100 °C, con divisiones no menores de 1 °C.
= Deben dgarse suficiente tiempo para que la temperatura del termometro se

estabilice a la temperatura del producto y cuando no pueda leerse directamente el

termOmetro introducido en la muestra, debe retirarse y leerse con rapidez.

» Lostermometros deben estar limpios y libres de contaminacion; a hacer la lectura

deben insertarse convenientemente en la muestra.

= No debe medirse la temperatura directamente en muestras destinadas a andlisis

microbiol6gicos; en este caso, debe hacerse en un recipiente por separado.

La temperatura debe determinarse diariamente en los camiones tanques que llegan, en
los tanques de amacenamiento de la planta, en un nimero representativo de cantaras de cada
productor y por lo menos dos veces a la semana en la leche procesada amacenada en las casas

y en laque retorna de las rutas de distribucion (MY F, 1964).

Car acter es Or ganol épticos

Textura: La leche tiene una viscosidad de 1,5 a 20 centipoises a 20 °C, ligeramente
superior d agua (1,005 cp). Esta viscosidad puede ser aterada por € desarrollo de ciertos
microorganismos capaces de producir polisacaridos que por la accion de ligar agua aumentan

laviscosidad de la leche (leche mastitica, leche hilante).



Color: el color normal de la leche es blanco, € cua se atribuye a reflexion de laluz por
las particulas del complejo caseinato-fosfato-calcico en suspension coloidal y por los globulos
de grasa en emulsion. Aquellas leches que han sido parcia o totalmente descremadas o que
han sido adulteradas con agua, presentan un color blanco con tinte azulado. Las leches de
retencion o mastiticas presentan un color gris amarillento. Un color rosado puede ser €
resultado de la presencia de sangre o crecimiento de ciertos microorganismos. Otros colores
(amarillo, azul, etc), pueden ser producto de contaminacion con sustancias coloreadas o de
crecimiento de ciertos microorganismos. Una leche adulterada con suero de queseria puede
adquirir una coloracion amarilla-verdosa debida a la presencia de riboflavina.

Sabor: El sabor natural de la leche es dificil de definir, normalmente no es &cido ni
amargo, sino més bien ligeramente dulce gracias a su contenido en lactosa. A veces se
presenta con cierto sabor salado por la alta concentracién de cloruros que tiene la leche de
vaca gque se encuentra al final del periodo de lactancia o que sufren estados infecciosos de la
ubre (mastitis); otras veces el sabor se presenta acido cuando €l porcentaje de acidez en €l
producto es superior a 22-33 mL NaOH 0,1 N/100 mL (0,2 - 0,3 % de &cido lactico). Pero en
general, el sabor de laleche fresca normal es agradable y puede describirse simplemente como
caracteristico.

Olor: El olor de la leche es también caracteristico y se debe a la presencia de
compuestos organicos volétiles de bajo peso molecular, entre ellos, acidos, aldehidos, cetonas
y trazas de sulfato de metilo. La leche pude adquirir, con cierta facilidad sabores u olores
extranos, derivados de ciertos alimentos consumidos por la vaca antes del ordefio, de sustancia
de olor penetrante o superficies metadlicas con las cuales ha estado en contacto o bien de
cambios quimicos o microbiologicos que e producto puede experimentar durante su
manipulacion. Nelson 'y Trout (1964), describieron 17 diferentes sabores anormaelesy sugieren
una metodologia para clasificar laleche segln su sabor con un valor maximo de 45 puntos. El
cuadro 1 presenta un resumen de su clasificacion. Un vaor de 31- 40 se estima normal.

A nivel de la planta, la observacion de los caracteres orgamolépticos de la leche
constituye una prueba de plataforma que permite la segregacion de las leches de peor calidad.
La técnica més comin consiste en oler € contenido de un recipiente (cantara o tanque)

inmediatamente después de haber sido destapado. Existen personas bien entrenadas que



mediante esta prueba pueden detectar leches que han sido mal refrigeradas, que han estado en
contacto con utensilios sucios y hasta leches mastiticas

En una planta lechera estas caracteristicas deben determinarse diariamente en cada
camion tanque, en cantaras representativas de productores, antes del empaque y después de 24
horas de procesada. En € |aboratorio los alumnos estudiaran comparativamente los caracteres
organolépticos de varias muestras de leche cruda contenida en pequefios recipientes y de
varias muestras de leche pasteurizada de diferentes marcas producidas en la localidad,

clasificandolas tomando como base el Cuadro 1 sugerido por Nelsony Trout (1964).

CUADRO 1

Guia General parala Clasificacion de la L eche seguin su Sabor

Clasificacion  Puntaje Descripcion del sabor especifico

Excelente 40-45 Sincriticismo

Sabor ligeramente astringente y salado, carente de frescura,

Buena 38-39.5 sabor ligero o definido a cocido, a pienso o0 sin sabor.

Sabor ligeramente a "establo" y oxidado; definitivamente
Regular 36-37,5 astringente y salado carente totalmente de frescura,
pronunciado sabor a cocido o sin sabor .

Sabor ligero o definido a acido, rancio y sucio; ligero,
3550  definido o pronunciado a "establo", amargo, extrario, a ao/

Pobre menos  cebolla, amalta, metdlico; definido o pronunciado a establo y
oxidado; pronunciado astringente, a pienso y salado.
Insalubre Sin Puntgie Sabor pronunciado &cido, rancioy asucio.

Tomado de Nelson and Trout (1964): p 96. Se estimanormal un Puntgje de 31 - 40.



Lactofiltracion

La prueba de lactofiltracion o sedimentacién tiene por objeto establecer la presencia de
materias extrafas en la leche, las cuales ademés de ser inaceptables en un producto de buena
calidad, indican que éste ha sido producido o procesado bajo condiciones inadecuadas de
limpieza y saneamiento que a veces no pueden determinarse por métodos microbiol 0gicos.
Consiste en filtrar determinada cantidad del residuo con una serie de discos patrones
preparados con cantidades conocidas de sedimento, o bien con patrones fotograficos (Nelson -
Trout, 1964).

Mediante esta prueba es posible establecer |a presencia de impurezas que han caido en
la leche durante € ordefio y/o mangjo hasta la planta, derivadas del establo, utensilios de
ordefio, medios de transporte y almacenamiento, tales como pelos, excremento, fragmentos
vegetales, metdlicos, tierra, insectos o sus partes, etc.; los cuales se separan por filtracion y
pueden observarse a simple vista o con ayuda de una lupa.

El valor indicativo de esta prueba, sin embargo, no puede considerarse absoluto ya que
la ausencia de sedimento en la leche no indica necesariamente que haya sido producida y
manipulada bajo buenas condiciones sanitarias, pues e sedimento puede ser removido
previamente por filtracion o clarificacion. En consecuencia, esta prueba debe ser
complementada con inspecciones periddicas a las granjas o plantas procesadoras a objeto de
comprobar las condiciones de produccién o procesamiento. Actual mente esta determinacion es
poco empleada ya que es practica comin a nivel de la unidad de produccion filtrar la leche
inmediatamente después del ordefio o antes de pasarla a los tanques de amacenamiento.

En la practica de laboratorio se empleara € procedi9miento descrito en la norma
CONVENIN 937 —79.

Materialesy EqQuipos:

v' Disco de agodén de 3.18 cm de diametro, area de filtracion 1.0160 2,86 cm
(Kendall Co., Walpol., Mass. O Aamerican Dry Milk Institute, La salle, Chicago).

v Sedimentadores: tubo de sedimentacion tipo aspirante o sedimentador Kimg STS
modelo KA.

v' Tarjetas para prueba de sedimentacion (Equipo de la casa Sediment Testing
Supply Co 20. E., Jackson, Chicago, Illinois).




v' Patrones fotogréficos (U.S. Departmentof Agiculture, photography Division
Washington D.C.) (Newlander - Atherton, 1964: p.172).

Muestras
v" Leche cruda

v’ Leche pasteurizada de diversas marcas.

Procedimiento:

Analizar cada una de las muestras asignadas de la siguiente manera:

1. Colocar un disco de algodén en e sedimentador.

2. Mezclar muy bien la muestra para lograr su homogeneidad y hacerla pasar a través
del disco usando una técnica conforme con € tipo de sedimentador empleado.

3. Retirar € disco del aparato, desecarlo en un desecador de vidrio y montarlo en €
pequefio sobre de papel transparente encerado de una tarjeta especial para registrar
resultados. La leche residua actiia como adhesivo.

4. Comparar € disco obtenido con los patrones fotograficos o con patrones
preparados utilizando cantidades conocidas de sedimento.

5. Reportar los resultados obtenidos para cada muestra.

Prueba L actométrica (Peso Especifico)

Un lactébmetro es un aredmetro especialmente disefiado para determinar € peso
especifico (Pe) de la leche a una determinada temperatura, € cua esta dotado de una escala
especial dividida en grados Quevenne (°Q) o en grados de la junta de salud Publica de New
York (°NBH). Los grados Quevenne corresponden a la segunda y tercera cifra decimal del
valor del peso especifico y equivalen alos grados NBH multiplicados por 0,29.

El lactometro de Quevenne esta calibrado a 60 °F (15,6 °C) es un aredbmetro de bulbo
voluminoso y vastago graduado para lograr mayor sensibilidad. El vastago esta graduado para
dar lecturas comprendidas entre 15 y 40 °Q con divisones de 0,5 0 1 °Q. El lactometro de la
Junta de Salud de New York (NBH) posee la escala graduada de 0 a 120 °F (37,7 °C) y ésta
graduado de 26 a 37 ° NBH. Algunos de estos aparatos presentan termémetros incorporados



que miden la temperatura a la cua se hace la lectura lactométrica, facilitando la
correspondiente correccion de la temperatura mediante tablas 0 nomogramas especiales
(APHA, 1965, AOAC,1965).

La leche tiene un peso especifico de 1,028 a 1,034 6 28 a 34 °Q que varia
considerablemente con el contenido de grasa y de sdlidos totales; asi, la leche descremada
tiene una densidad mayor (1,034 - 1,036). Un lactometro permite por lo tanto hacer
determinaciones aproximadas en las zonas de produccién, en la receptoria o en € laboratorio,
y detectar adulteraciones de la leche original por separacion de la grasa, por adicion de leche
descremada 0 agua. Igualmente permite calcular en forma aproximada el contenido de sdlidos
no grasosa partir del contenido porcentual de gasay la lectura lactométrica corregida para
factor temperatura. Conviene recordar, que el peso especifico de la leche no debe determinarse
recién ordefiada, sino después de 4 horas, ya que luego de la extraccion ella sufre un proceso
de contraccién e incremento de peso especifico hasta que se estabiliza

El peso especifico de la leche puede también determinarse por otros métodos, tal como
el uso del picndmetro (AOAC, 1965 ) o mediante una balanza de Mohr - Westphal.

La norma COVENIN exige gue la leche cruda y pasteurizada completa debe tener un
peso especifico entre 1,028 a 1,033 g/mL a 15 °C.

Materiales y Equipos:

v Lactémetro de Quevenne con termometro
v Cilindro graduado (500 mL)

Procedimiento (COVENIN 367-82):
1. Enfriar la muestra asignada a una temperatura por debgjo de 15 °C y transferirla a

un cilindro graduado de 500 mL, evitando la formacién de burbujas.

2. Introducir €l lactébmetro en la muestra dejandolo flotar libremente por 30 segundos,
teniendo cuidado de que no se adhiera a las paredes del recipiente y de que no
permanezcan burbujas en la superficie del liquido.

3. Tomar la lectura lactométrica cuando € termOmetro del agparato marque
exactamente la temperatura de calibracion del lactémetro (60 °F 6 15,6 °C) y

leyendo la division de la escala més alta que alcanza el menisco de la leche.



4. En caso de que lalectura se tome a una temperatura diferente a la de graduacion del
lactdbmetro deben hacerse las correcciones correspondientes empleando tablas
especiales (AOAC 1975), o utilizando €l factor de conversiéon de £ 0,2 °Q, por
cada grado que la temperatura de medicion difiera de la temperatura de calibracion
del lactometro.

5. Convertir la lectura lactométrica a peso especifico y reportar los resultados

obtenidos.

Pruebas de L aboratorio

Las pruebas de laboratorios incluyen aquellas pruebas que por la necesidad de equipos
0 materiales especiales, solo pueden ser redlizadas dentro de los mismos. En este grupo se
estudiaran la determinacion de la acidez titulable, pH, tiempo de reduccidn del azul de

metileno, tiempo de reduccion de la resazurina, prueba del alcohol y lactofermentacion.

Acidez Titulable
La leche fresca tiene una acidez titulable equivalente a 13 a 20 mL de NaOH 0,1
N/100 mL (0,12 - 0,18 % &cido léctico) debido a su contenido de anhidrido carbonico,

proteinas y algunos iones como fosfato, citrato, etc. Normamente la leche no contiene écido
lactico; sin embargo, por accién bacteriana la lactosa sufre un proceso de fermentacion
forméndose &cido lactico y otros componentes que aumentan la acidez titulable. De ali que
esta determinacion represente valiosa informacion sobre la calidad sanitaria del  producto. La
legislacion venezolana (COVENIN) establece para la leche cruda a ser higienizada e la
industria, no menos de 15 ni méas de 19 mL de NaOH 0,1 N/100 mL, justificando valores
menores solo cuando se deben a causas fisioldgicas y de 20 mL por transporte a grandes
distancias.

Existen diversos métodos para determinar la acidez en la leche. En nuestro medio se
realiza por titulaciéon con NaOH 0,1 N usando fenloftaleina en solucion acohdlica como
indicador y € resultado se expresa en términos de mL de leche de NaOH 0,1 N requeridos
para neutralizar 100 mL de leche. En los Estado Unidos, en cambio, se emplea el sistema de
expresion en términos de porcentaje acido lactico y en Europa se usan diversos sistemas como
son los grados Soxhlet-Henkel (mL de NaOH N/4 por 100 mL) o los grados Dornic (mL



NaOH N/9 por 100 mL). La conversion de estas unidades puede hacerse en base a las

siguientes relaciones:

mL NaOH 0,1 N/100 = % &cido lé&ctico/0,009
= °S-Hx25
°D x 1,1

Para facilitar la determinacion pueden emplearse buretas especiales - automaticas. En
nuestro medio es frecuente el uso del denominado acidimetro cuya bureta presenta una
graduacion de 0 a 1% de acido lactico que permite efectuar lectura directas de la acidez en

esos términos, cuando setitulan 9 mL de leche.

Materialesy Equipos:

v Erlenmeyers de 100 mL o 50 mL
v' Pipetasde 1y 10 mL
v’ Buretas Graduadas

Reactivos:

v Hidréxido de Sodio (NaOH) 0,1 N

v Solucién acohdlicade fenolftaleinaa 1%
v' Agualibre de CO, (destilada 'y hervida)

Procedimiento:

1. Medir 20 mL de la muestra homogénea a 20 °C, transferirla a un erlenmeyer de 250
mL y diluir con 40 mL de agua libre de CO2. COVENIN especifica 10 mL de la
muestra preparada a 20°C en fiolade 125 mL.

2. Adicionar 2 mL de la solucion indicadora fenolftaleina

3. Titular con la solucion de NaOH 0,1 N, colocada en una bureta, hasta la aparicién
del primer tinte rosado persistente por 30 seg.

4. Expresar la acidez de la muestra en términos de mL NaOH 0,1 N por 100 mL, en

porcentgje de acido |actico, en grados Soxhlet - Kenkel y en grados Dornic.



Deter minacion pH

El pH normal de la leche fresca es de 6,5 - 6,7. Valores superiores generalmente se
observan en leches mastiticas, mientras que valores inferiores indican presencia de calostro o
descomposicion bacteriana.

La determinacion del pH de la leche puede hacerse por un método colorimétrico
utilizando indicadores, pero resulta inexacto por la opacidad de la leche que interfiere en la
lectura del color y ademas por gque solo da valores aproximados. El método mas adecuado es
el eectrométrico empleando un electrodo de vidrio en combinacién con un electrodo de
referencia El potencial se mide directamente en términos de pH en la escala de un
potenciometro calibrado con una solucion buffer de pH conocido.

Materialesy Equipos:

v" Potencidmetro

Reactivos:
v Soluciones buffer paracalibraciondepH 4y 7

Procedimiento:

1. Preparar e potenciémetro de acuerdo con las instrucciones del aparato y haciendo
la calibracion con la solucién buffer de pH conocido (4y 7).

2. Ajustar € control de temperatura del aparato a la temperatura de la muestra.

3. Medir e pH y anotar los resultados

Prueba del Alcohol (reaccion de estabilidad proteica)
Como se ha indicado anteriormente, la leche fresca tiene una acidezde 13 - 20 mL de

NaOH 0,1 N/100 mL y un pH de 6,5 - 6,7. Valores superiores de la acidez, con la consiguiente

disminucién del pH, se debe generalmente a descomposicion bacteriana propia de leches de



baja calidad. Esta condicion puede demostrarse mezclando la leche con igua volumen de
Etanol de 72°, ya que e alcohol a esa concentracion produce floculacion o coagulacién del
producto cuando la acidez es igual o superior a 22,5 mL NaOH 0,1 N/100 mL. Una prueba de
alcohol positiva indica también poca estabilidad de laleche a calor, lo cual es muy importante
s el producto a de ser pasteurizado o esterilizado. Esta prueba es también Util para la
deteccion de leche anormal como calostro o leches con alteraciones en e balance salino, que
las hacen mas susceptibles a la congelacion; pero en este sentido, realmente no es wa prueba
confiable (MIF, 1964).

Materialesy Equipos:

v Tubos de ensayos
v Pipetas estériles

Reactivos:
v" Alcohol etilico de 72°

Procedimiento:

1. En un tubo de ensayo colocar 5 mL de la muestra homogéneay 5 mL de etanol de
70°. Tapar € tubo.

2. Mezclar suavemente los liquidos invirtiendo e tubo 2 o 3 veces, sin agitacion.

3. Observar a contraluz e inclinando € tubo en varias direcciones s ha ocurrido

floculacion o coagulacion de la mezcla. Anotar las observaciones.

Tiempo de Reducciéon del Azul de Metileno
Esta prueba ha sido ma llamada “reductasa’ cuando realmente esta enzima no

interviene en ela. El verdadero principio es e siguiente: e potencial de éxido-reduccion (Eh)
de la leche fresca aireada es de +0,35 a +0,40 voltios (350 a 450 milivoltios), € cua se debe
principalmente al contenido de oxigeno disuelto en el producto. Si por cualquier causa ese
oxigeno es separado, €l Eh disminuye. Esto ocurre cuando 1os microorganismos crecen en la

leche y consumen el oxigeno. Si d nimero de microorganismo es muy elevado, el consumo de



oxigeno serd mayor y por consiguiente el Eh caerd rapidamente; si por € contrario, € nimero
de microorganismos es pequefio, e Eh disminuira lentamente.

El principio anterior encuentra aplicacién en la determinacion de la calidad sanitaria de
laleche, utilizando como indicador de éxido-reduccion a azul de metileno (APHA, 1972) este
se presenta de color azul en su forma oxidada y es incoloro en su forma reducida (leucobase).
En solucion acuosa de pH 7,0 su oxidacion es completa a Eh +0,075 voltios y su reduccion es
completaa Eh — 0,015 voltios.

En laleche, por existir un pH menor de 7 (6.5 - 6.7), lareduccién completa del azul de
metileno ocurre a un Eh més positivo, habiéndose demostrado que esto tiene lugar a un Eh
entre +0,075 a +0,225. El tiempo en horas que tarda en pasar € azul de metileno de su forma
oxidada (azul) a la reducida (incolora) bgjo condiciones controladas es proporciona a la
calidad sanitaria de la leche y aunque no es posible establecer con exactitud € nimero de
microorganismos, es factible clasificar e producto dentro de ciertos grados aceptables o no
aceptables, en base alos siguientes valores:

Buenaaexcadente.........ccoceeeeeneninenenene, més de 8 horas
Regular abuena..........cccceeeeveneniieninsesieins 6 - 8horas
Aceptable .....ccevvieiieee 2 - 6 horas
Ml ... menos de 2 horas

Debe tenerse presente que la anterior clasificacion no siempre es apropiada ya que
existen otros factores que pueden afectar a tiempo de reduccion, entre ellos, e tipo de
microorganismo, € nimero de leucocitos, € periodo de exposicion a la luz, la cantidad de
oxigeno disuelto y la tendencia de la leche a elevar 1os microorganismos hacia la superficie a
medida que se va separando la crema en e tubo de prueba Es asi como ciertos
microorganismos (Lactococcus lactis) son més activos en su capacidad reductora que otros,
mientras que existen algunas especies que son muy poco activas en este sentido
(Streptococcus agalactiae, Bacillus subtilis, microorganismos termoduricos). Por otra parte, a
medida que aumenta € nimero de leucocitos en la leche y su exposiciéon a la luz natural o

artificial, el tiempo de reduccion tiende a reducirse, mientras que la agitacion (a aumentar la



cantidad de oxigeno disudlto) y la tendencia de la crema a ascender (arrastrando los
microorganismos) son factores que tienden a retardar € tiempo de reduccién.

La inexactitud de este método para valorar la calidad sanitaria de la leche cruda en
nuestro medio, donde prevalecen leches de bgja calidad, ha sido sefialada por Casas y Boscan
(1974), quienes encontraron que solamente las muestras de leche con recuentos inferiores a
100.000 ufc/mL (unidad formadora de colonias/mililitro) muestran correlacion entre su carga
microbianay e tiempo de reduccién; mientras que en lainmensa mayoria, con recuentos muy
superiores (mas del 96%), no encontraron ninguna correlacion entre la carga microbiana y las
pruebas indirectas de calidad cominmente empleadas, como son precisamente el tiempo de
reduccion del azul de metileno y la acidez titulable Este hecho establece la necesidad de
introducir métodos més apropiados para determinar la calidad de la leche cruda, los cudes, a
mismo tiempo permitan obtener resultados que se gjusten a la realidad y llenen los requisitos
de rapidez y economia necesarios en estas pruebas. La norma COVENIN 903.77 sustituyd el
TRAM por el recuento estandar.

La "Resolucion sobre leche y derivados' de Venezuela (MSAS, 1959) estipulo para la
leche cruda, destinada a la higienizacion industrial, un tiempo minimo aceptable de 4 horas.
La norma COVENIN establece que para los efectos de conpra-venta se podra utilizar el
TRAM de acuerdo a lo siguiente:

Clase | ; leche fria con mas de 4 horas de TRAM

Clase Il: leche friacon 2 a4 horas de TRAM

Clase I11: leche calientecon 30 min. a2 horas de TRAM

Materialesy Equipos:

v Bafio Maria termorregulador con tapa

Medidor de acero o pipetas del 10 mL (estériles)
Pipetade 1 mL (estériles)

Tubos de ensayo con tapones de goma (estériles)
Reloj, Frasco ambar (250 mL)

SSEENEENERN



Reactivos:

v" Solucidn de azul de metileno.

Procedimiento (COVENIN 939-76):

1. Colocar los tubos de ensayo estériles con sus tapones en la gradillay adicionar a
cadauno 1 mL de lasolucién de azul de metileno.

2. Con pipeta o medidor estéril, colocar 10 mL de cada muestra a andizar en cada
uno de los tubos sin mezclar. Rotular.

3. Durante la preparacion de las diferentes muestras, los tubos pueden mantenerse en
un bafio de agua fria (0 - 5° C) pero nunca por mas de 2 horas.

4. Unavez preparados todos los tubos, llevarlos a bafio maria regulado a 36 °C junto
con un tubo patron (leche sin indicador). Cuando la temperatura de la muestra
alcance 36° + 1 °C, mezclar € contenido de los tubos por inversion (3 veces) para
obtener perfecta distribucién del colorante y de la crema; tapar € bafio Maria para
mantener |os tubos al abrigo de la luz.

5. Comenzar a contar el tiempo de reduccién (decoloracion) en el momento en que se
invierten los tubos y observar su color frecuentemente durante la primera media
hora, sin agitarlos. Una muestra se considera reducida cuando presenta 4/5
decoloradas.

Si una muestra se decolora durante un periodo de incubacion de 3 minutos, registrar
el resultado "tiempo de reduccion 30 minutos'. Seguidamente puede observarse el color de los
tubos e intervalos de 1 hora, pero se registran los resultados en horas enteras; asi por gjemplo:
s alas 2 % horas se observa decoloracion, € resultado se registra "tiempo de reduccion en 2
horas'.

Tiempo deReduccion de la Resazurina

En 1929 el indicador resazurina fue introducido en Alemania como un sustituto del
azul de metileno para pruebas de reduccion en leche, desde entonces esta prueba se ha venido
utilizando cada vez més por requerir menos tiempo. La resazurina es mas electropositiva y

mas sensible que € azul de metileno para detectar ligeros cambios en el potencial de oxido-



reduccion, por lo que permite obtener resultados mas rapidos (en 1 6 3 horas) y mayor
sensibilidad para reconocer la presencia de calostro y leches anormales.

La resazurina es una oxazona que imparte color azul alaleche. Por pérdida de oxigeno
se reduce en dos etapas: en la primera pasa por diversas tonalidades de violeta hasta rojo-rosa,
color éste que se atribuye a laformacion de un compuesto denominado resorufing; a diferencia
del azul de metileno esta etapa de reduccion es irreversible, es decir, en contacto con €l
oxigeno dd aire € color azul original no se restituye. Si la perdida de oxigeno continda, la
reduccion pasa a una segunda etapa reversible, en la cua la resorufina se reduce a dihidro-
resorufina, compuesto incoloro que por oxidacion puede pasar de nuevo a resorufina (rojo-
rosa).

La prueba se redliza en la leche en forma similar a la del azul de metileno, pero las
lecturas y la interpretacion de los resultados deben hacerse siguiendo diferentes normas. Asi,
en la llamada "prueba de 1 hora" se incuba las muestras hasta 36 °C y al cabo ce 1 hora se
observa su color preferiblemente con luz fluorescente contra un fondo gris neutro, haciéndose

la clasificacion conforme a lo siguiente (Schonherr,1959):

Muy buena o excelente: Azul celeste
Buena: Violeta azulado
Mediana, regular (aceptable): Violetarojizo
Maa: Rojo - rosa
Muy mala Incoloro

La llamada "prueba de la lectura triple" requiere un tiempo de 3 horas y consiste en
comparar € color de las muestras incubadas con e de un patrén o "estandar" Unico (Munsell
5P 7/4) atres intervalos de 1 hora. Las muestras se clasifican en 4 categorias segun € tiempo
que tardan en llegar mas alla del color del patrén (intermedio entre azul y rojo-rosa) de

acuerdo con la siguiente nomenclaturas TRR 1 hora, TRR 2 horas, TRR 3 + horas.

Materialesy Equipos:

v" Los mismos empleados en TRAM
v" Patrén de color Munsell 5P 7/4



Reactivos:
v" Solucién de Resazurina al 0,005%.

Procedimiento:

Parala"prueba de latriple lecturd’ proceder como se indica a continuacion:

1. Preparar las muestras siguiendo el procedimiento utilizado para la prueba de azul
de metileno pero con 1 mL de la solucion de resazurinay 10 mL de leche. Rotular
y mezclar suavemente.

2. Después de 1 hora de incubacion (36 °C) comparar cada tubo con el patron de color
Munsell 5P 7/4. Aquellas muestras que hayan adquirido y sobrepasado el referido
color se registran como TRR 1 hora. Es preferible continuar incubando todas las
muestras debido a que se puede obtener de ellas informacién adicional segun la
rapidez con que @ntinte cambiando su color. Invertir suavemente los tubos una
vez.

3. Al cabo de la segunda y tercera hora de incubacidén repetir € proceso de
comparacion del color y registrar los resultados observados como TRR 3 horas
respectivamente, invirtiendo también los tubos en e segundo intervalo 1 vez.

4. Aquellas muestras que al cabo de 3 horas aln no hayan cambiado € color mas ala

del patrén, pueden registrarse como TRR 3+ horas.

A veces puede observarse que después de una répida reduccion inicial, algunas
muestras contintan e cambio de color muy lentamente. Esto suele ocurrir en casos de leches
gue contienen bacterias de poca actividad reductora o a la presencia de elementos no
bacterianos como un gran nimero de leucocitos. La diferenciacion puede hacerse por
observacion microscopica.

Prueba de L actofer mentacion

Cuando una muestra de leche se incuba a la temperatura de 36 °C sufre un proceso de

fermentacion ocasionado por la flora presente en dicha muestra Las caracteristicas



organolépticas del producto obtenido permiten hasta cierto punto establecer la calidad de leche

original y clasificarla dentro de ciertas categorias como son:

Liguida: se mantienen en estados liquido, homogénea después de 24 horas.
Corresponde a leche pobre en microorganismos, especiamente en gérmenes
lactofermentadores. Se considera de Optima calidad.

Gelatinosa: presenta un aspecto de codgulo gelatinoso; corresponde a leche rica en
gérmenes lactofermentadores con predominio de los Lactococcus sp. que producen
la coagulacion. El coagulo puede ser homogéneo y sin gas, 0 bien puede contener a
penas pequefias burbujas de gas. Se considera de calidad aceptable.

Gaseosa con suero separado: corresponde a una leche que ha sido coagulada pero

luego se ha producido gas por gérmenes probablemente del grupo coliformes. Se
considera pobre en calidad.

Grumosa con gas. corresponde a leche de mala calidad, en la cual ha ocurrido un

proceso de coagulacion por gérmenes lactofermentadores, con actividad
considerable de gérmenes gasdgenos del grupo coliformes y ademas enzimas, tipo
cugo.

Con cugjada tipo gueso: se caracteriza por la formacion de una cugada bien

definida, con separacion completa del suero. Es ocasionada por la presencia de gran

nimero de gérmenes que producen gran cantidad de enzimas tipo cugjo.

Esta prueba puede realizarse aprovechando las muestras utilizadas para las pruebas de

reduccion del azul de metileno, continuando la incubacién de estas por 24 horas a 36 °C. Es

conveniente tener en cuenta que la prueba de lactofermentacion es solo una indicacion de la

posible calidad de leche, pero carece de valor concluyente, a no ser que se acompaiie del

recuento total de microorganismosy s es posible de una observacion microscopica.

Materialesy Equipos:

v Los mismos empleadosen d TRAM.

Procedimiento:

1. Colocar en tubos de ensayo rotulados 10 mL de cada muestra.



2. Tapar lostubosy llevarlos a una estufa de 36°C durante 24 horas.
3. Pasado el tiempo de incubacion observar las caracteristicas de la muestra 'y anotar

las observaciones. Clasificar las muestras de acuerdo con |os tipos sefialados.



AUTOEVALUACION

Una vez culminada la lectura usted debe responder |as siguientes preguntas:

1. ¢Cuales son los componentes responsables del color, sabor y olor de laleche?

2. Que informecion importante pude obtener de las siguientes pruebas: sedimento,

prueba lactométrica, pH, acidez titulable, TRAM, acohol 72°y lactofermentacion.

3. Explique &l fundamento de las pruebas de pH, acidez titulable, TRAM, acohol 72 °
y lactométrica

4. Analice cudes y porque las pruebas estudiadas determinan indirectamente la
calidad microbiologicade la leche.

Verifique que las respuestas emitidas por usted sean las correctas, de ser asi,
felicitaciones, asmilo usted la lectura y los conocimientos necesarios para este tema. Si las
respuestas no fueron las correctas debe leer de nuevo con detenimiento € contenido de esta

guia.



10.
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