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INTRODUCCION

La leche es un alimento insustituible en la canasta basica, por lo tanto, su
calidad e inocuidad es imprescindible para la salud publica (Brousett-Minaya et al.,
2015); en el 2020 la produccion anual nacional ascendié a 12mil 554 millones de litros,
incrementando 2.3% con respecto al 2019; por lo que, la producciéon lechera
representa el tercer lugar en el valor de la produccion pecuaria nacional con el 17.6%
(CANILEC, 2019; SIAP, 2021).

Uno de los principales factores que intervienen en la calidad del producto final es la
composicién de las materias primas utilizadas (LICONSA, 2007), por lo que es
imprescindible la determinacion de la calidad de la leche cruda para conocer las
condiciones higiénico-sanitarias y tecnoldgicas de su obtencion y para asegurar su

rendimiento en la elaboracion de subproductos.
OBJETIVO GENERAL

Estandarizar los métodos de prueba fisicoquimicos e higiénico-sanitarios para
determinar la calidad de la leche cruda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar los métodos de prueba fisicoquimicos e higiénico-sanitarios
utilizados para determinar la calidad de la leche cruda.

e Validar los métodos de prueba fisicoquimicos e higiénico-sanitarios para
determinar la calidad de la leche cruda.

e Determinar la calidad de la leche cruda obtenida de la produccion pecuaria

muestreada.

MATERIAL Y METODOS

El proyecto de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio Veterinario de Ciencia
de la Carne y Salud Publica (LVCCySP) de la Universidad Autobnoma Metropolitana
Unidad Xochimilco. Para realizar los métodos de prueba para determinacién de la

calidad de la leche se empled leche cruda fresca de vaca obtenida de la Cuenca



Lechera Xochimilco ubicada en Canal de Chalco, Ampliacién los Olivos, Villa
Centroamericana |, Xochimilco, CDMX. La leche fue almacenada en un recipiente
estéril hermético a 4°C y rotulada con el nombre de la produccion, cantidad de leche,
hora y dia de ordefia y temperatura a la que fue almacenada. El envase primario se
almacend en un contenedor térmico con hielos para disminuir su temperatura y se
transport6 directamente al laboratorio LVCCySP, se realiz6 el procedimiento de
recepcion de la materia prima y se coloco en la camara de refrigeracion (4°C) hasta
gue se analizaron sus caracteristicas fisicoquimicas. El muestreo se realizo

diariamente durante diez dias durante el mes de agosto de 2022.

Los métodos de prueba que se estandarizaron fueron: prueba de determinacién de
temperatura, prueba de sedimentos en leche, prueba de pH, prueba de densidad,
prueba de indice de refraccion, prueba de alcohol, prueba de estabilidad al calor,
prueba de acidez real o titulable y prueba de identificacion de almidén.

Para la implementacién de la prueba de temperatura, de sedimentos en leche, de pH
y de estabilidad al calor se tom6 como referencia las metodologias establecidas por
Villegas y Santos (2010).

Para la determinacién de temperatura se requirié de un termémetro digital de vastago
para manejo de alimentos y se introdujo en la muestra de leche (300 mL) previamente
recolectada.

La prueba de sedimento en leche se realizd utilizando discos de papel filtro
previamente pesados y colocados durante 24 h en desecador, posteriormente se
realizé la filtracion de la leche con el papel filtro y se dejo escurrir sobre una sanita
por 30 min aproximadamente, enseguida el disco con la muestra filtrada se coloco en
el desecador por 24 h; transcurrido ese tiempo se pesoé y por diferencia de peso se
obtuvo el valor del sedimento.

En el caso de la prueba de pH, se realizo la medicion con un potencidmetro (Hanna
Instruments®, HI 2210) previamente ajustado en soluciones buffer pH 4 y 7, se
introdujo la sonda en la muestra (300 mL) hasta que el valor en el display fue estable,
se realizaron mediciones por triplicado y se enjuago la sonda con agua destilada entre
mediciones.

Para la implementacion de las pruebas de densidad, de alcohol, indice de refraccion
e identificacién de almidén se tomaron como referencia los procedimientos abordados

por Gonzalez et al. (2020). Para la determinacion de la densidad en leche se requirio
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de un lactodensimetro ajustado a 15°C, se emplearon 180 mL de leche a 15°C que
fueron colocados en una probeta de 250 mL, se introdujo el lactodensimetro y se
registraron los valores obtenidos. Para la obtencion del indice de refraccion se utilizo
un refractometro portatii marca Axiovet® modelo VML727 con sistema ATC
(Automatic Temperature Compensation, por sus siglas en inglés), se ajusté con agua
destilada hasta que la medicion fue 0%, posteriormente, se tom6 una muestra de
leche, se colocé en el prisma del refractometro, se bajé la tapa y se observo el valor
obtenido, manteniendo en todo momento el equipo en posicidn horizontal y en
direccion directa a la luz.
Para la prueba de alcohol se colocaron las muestras (2 mL) en tubos de ensayo y se
les adicion6 alcohol etilico (2 mL) al 68-72%, se homogenizaron durante diez
segundos en el vértex y se observé si hubo o no formacion de precipitado (floculo).
Para la prueba de estabilidad al calor, se colocaron muestras de leche (3 mL) en tubos
de ensayo, se homogenizaron por diez segundos en el vértex y se llevaron al punto
de ebullicién (85 - 89 °C) en bafio maria, se observo si hubo presencia de precipitado
(floculo) en los tubos, lo cual seria indicativo de una muestra positiva.
En el caso de la prueba de identificacion de almidon, se colocaron muestras de leche
(5 mL) en tubos de ensayo, al tubo control se agregaron 0.5g de harina de trigo y en
cada tubo se agregaron 6 gotas de yodopovidona al 11%, después se homogenizaron
por 10 segundos en el vortex y se observo la coloracion; la coloracion amarilla es
indicativo de una muestra negativa, mientras que una muestra positiva viraba a una
tonalidad morada-grisacea.
La prueba de acidez real o titulable se implement6 de acuerdo con lo establecido en
la Norma Mexicana NMX-F-716-COFOCALEC-2014 “Determinacion de acidez en
leche fluida — métodos de prueba”; se agregaron 0.65mL de fenolftaleina al 1% como
marcador a las muestras de leche (20 mL) y se titularon con hidréxido de sodio al
0.1N, para las muestras control, se agreg6 0.65mL de acetato de rosanilina.
Para la validacién de los métodos de prueba, se aplicd el proceso mencionado por
Lazos y Hernandez (2004) conocido como ciclo PHVA (Planear, Hacer, Verificar,
Ajustar), en el que se desglosaron 6 pasos:

1) Identificacién de la herramienta u objeto de la validacion. En este caso

correspondi6 a cada uno de los métodos de prueba.
2) ldentificacion de la funcién o uso previsto. En este caso fue la determinacion

de la calidad de la leche cruda.



3) Especificar los requisitos de la funcion y las caracteristicas de la herramienta.
Se establecio el alcance de la medicién de cada método de prueba.

4) Determinar el desempefio de las caracteristicas de la herramienta.
Se realiz6 cada método de prueba por triplicado. Los resultados de los
muestreos realizados diariamente durante diez dias se analizaron utilizando un
gréfico de control de Media-Rango (X-R) para una variable independiente,
considerando como variables la temperatura, la densidad relativa, indice de
refraccion, pH y acidez titulable. Asi mismo, se determiné el coeficiente de
correlacién entre las variables de densidad relativa e indice de refraccion y de
pH y acidez titulable, ademas se obtuvieron los graficos de dispersion
correspondientes. Los analisis de datos se realizaron en la hoja de célculo de
Excel® 2016.

5) Comparar los resultados del desempeiio con los requisitos.
Los resultados se contrastaron con los parametros establecidos en la Norma
Mexicana NMX-F-700-COFOCALEC-2007 “Leche cruda de vaca -
especificaciones fisicoquimicas, sanitarias y métodos de prueba”.

6) Expresar el resultado del proceso.

La determinacion de la calidad de la leche cruda de vaca obtenida se realizo con la
interpretacion de los resultados obtenidos de las pruebas fisicoquimicas e higiénico-
sanitarias y se contrastaron con los valores establecidos por la norma mexicana NMX-
F-700-COFOCALEC-2007.

ACTIVIDADES REALIZADAS

Se llevé a cabo la seleccion de los métodos de prueba para su estandarizacion.

Se realizo busqueda bibliografica, clasificacion de la informacion, lectura de analisis
e interpretacion de las técnicas para su desarrollo.

Se obtuvieron muestras de leche cruda de vaca de la Cuenca Lechera Xochimilco.
Se estandarizaron los métodos de prueba fisicoquimicos e higiénico-sanitarios y se
analizaron las muestras de leche cruda de vaca.

Se validaron los métodos de prueba mediante el uso de graficos de control de Media-
Rango (X-R) y se determino la calidad de la leche muestreada.

Se colabordé como asistente del docente del modulo Calidad de los Productos de

Origen animal, en la planeacién y desarrollo de las practicas modulares
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Implementacion de Procedimientos, Procesamiento de productos de origen animal
bajo los estdndares del Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control y en la
practica Determinacion de la calidad de Carne, leche y huevo.

Asi mismo se participd0 como miembro del comité organizador del ler. Coloquio de
Reproduccion animal, Genética y Ciencia de la Carne, realizado en la Universidad
Auténoma Metropolitana los dias 28 y 29 de noviembre de 2022.

METAS ALCANZADAS

Se logré la recopilacién, clasificacién, analisis e interpretacion de informacion
relacionada con las metodologias empleadas para la determinacién de la calidad de

la leche cruda de vaca

Se adaptaron e implementaron los métodos de prueba fisicoquimicos e higiénico-
sanitarios para determinar la calidad de la leche cruda, para el Laboratorio Veterinario
de Ciencia de la Carne y Salud Publica.

Se hizo el ejercicio de la estandarizacion de las pruebas fisicoquimicas e higiénico

sanitarias aplicadas a leche cruda de vaca.

Se consiguid obtener competencias complementarias a la formacién académica que
se pueden emplear en el inmediato futuro profesional como son el manejo de
personal, disefio y organizacion de practicas de calidad de los productos de origen
animal, planeacion, organizacién y ejecucion de actividades de difusiéon de la

informacion en eventos especializados.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos después de la realizacion de las pruebas fisicoquimicas e
higiénico sanitarias en leche cruda de vaca se presentan en la Tabla 1. Se abordan
los pasos referentes al ciclo PHVA (Planear, Hacer, Verificar, Ajustar) para la
validacion de los métodos de prueba.

Tabla 1. Ciclo PHVA para la validacion de los métodos de prueba, identificacion de
la funcidn o uso previsto en la determinacion de la calidad de leche cruda de
vaca.



Objeto de validacion

Requisitos de la funcion, caracteristicas de la
herramienta y alcance de la medicién

Determinacion de temperatura

Prueba de sedimento

Prueba de pH

indice de refraccion

Prueba de densidad

Prueba de estabilidad al calor

Prueba de alcohol

Contar con termometro digital de vastago para
manejo de alimentos

De ser posible, hacer la determinacion de la
temperatura en el sitio de obtencion de leche
Alcance: -10 a 110 °C

Que la muestra se encuentre homogenizada y
en una temperatura de 30 a 35°C

Los discos de papel filtro deben ser del
diametro adecuado para el embudo

Contar con patrones fotograficos para la
comparacion de los discos filtrados

Alcance: presencia o0 ausencia de materia
extrafna

Que la muestra se encuentre en una
temperatura de 10 a 25°C

El equipo para la medicion del pH
(potenciometro) debe  estar  calibrado
previamente, para ello se utilizan soluciones
bufferde pH 4y 7

Alcance: pH 3 a 10

Que la muestra se encuentre filtrada,
homogenizada y con una temperatura de 10 a
25°C

El equipo para la medicion del indice de
refraccion (refractometro) debe estar calibrado
previamente

Alcance: 0-20 %

Que la muestra se encuentre en una
temperatura de 15°C, de no ser el caso, se
realizara el ajuste del resultado mediante la
formula presentada en el Anexo 1 (Villegas y
Santos, 2010)

Alcance: 15 — 40°Q (Grados Quevenne)

Que la muestra sea de 3 mL y se encuentre en
una temperatura de 10 a 25°C

Que la temperatura del agua a punto de
ebullicién se encuentre en un rango de 85-89°C
Que la muestra sea centrifugada en el vortex
durante 10 segundos antes de introducirla al
bafio maria

Que el tiempo de bafio maria de la muestra sea
de 3 minutos

Alcance: presencia 0 ausencia de floculo

Que la muestra sea de 2mL y se encuentre en
una temperatura de 10 a 25°C

Que el etanol empleado en la prueba sea del
68 al 72% y la cantidad empleada sea de 2mL



Que la muestra sea centrifugada en el vortex
durante 10 segundos después de agregar el
alcohol
Alcance: presencia o ausencia de floculo
Prueba de acidez real o titulable Que la muestra sea de 20mL y se encuentre en
(por titulacion) una temperatura de 10 a 25°C
La fenolftaleina tenga una concentracion de
1% y se empleen 0.65ml, misma cantidad
empleada para el acetato de rosanilina
Que el hidroxido de sodio (NaOH) tenga una
normalidad de 0.1
Alcance: Desde 0.45g/L
Prueba de presencia de almidon  Que la muestra sea de 5mL y se encuentre en
una temperatura de 10 a 25°C
Se emplean 6 gotas de yodopovidona al 11%
Que la muestra sea centrifugada en el vortex
durante 10 segundos después de agregar la
yodopovidona.
Alcance: identificacion de color amarillo o
morado-grisaceo

Fuente:

A continuacion, se presentan los graficos de control de Medias-Rango (X-R) para las
variables de temperatura (C°) (Grafico 1), densidad relativa (g/mL) (Grafico 2), indice
de refraccion (IR%) (Gréfico 3), pH (Grafico 4) y acidez titulable (g/mL) (Grafico 5). El
promedio de los datos se presenta en color azul, mientras que los limites criticos
promedio (color anaranjado), limite critico superior (color gris) e inferior (color
amarillo). Se observaron los mismos valores para el caso de temperatura y densidad
relativa, esto debido a que los valores en las repeticiones tuvieron muy poca
variabilidad (Anexo 2); en el caso de indice de refraccion, pH y acidez titulable, tienen
diferentes valores los limites criticos promedio, superior e inferior, por lo tanto, se

presentaron diferentes valores para estas variables.

De acuerdo con las cinco gréficas de control, todos los datos superan los limites
criticos superiores e inferiores, en especial en los promedios de los cinco primeros
muestreos de cada variable. Esto puede deberse a que las muestras de leche
obtenidas se recolectaron en diferentes dias y se llevaron a cabo solo tres
repeticiones de cada variable, ademas, en el caso de la variable de temperatura, el
primer muestreo se realizé después de la refrigeracion de la muestra y no previo a su

almacenamiento y transporte al laboratorio.



En el caso de los ultimos 5 muestreos en todas las variables, se observan valores con
una menor diferencia entre éstos y menor variabilidad a pesar de que superan los
limites criticos superiores e inferiores para cada variable; esto puede deberse a una
mayor consistencia en la aplicacion de los métodos de prueba por parte del operario,
dando a entender, que la variabilidad de los datos tiende mas por el manejo de las
muestras que del método de prueba.

Ademas, Navarrete (2021) recomienda que al realizar las pruebas de calidad de la
leche se debe considerar tener una muestra de valor conocido con la cual se
contrasten los valores de los muestreos y que entre estos solo haya una variacion

menor al 5%.
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Grafico 1. Se presenta el promedio de temperatura °C de la leche cruda de vaca

muestreada durante 10 dias consecutivos. (LCx)= Los limites criticos promedio, (LCS)
limite critico superior e inferior (LCI).
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Grafico 2. Se presenta el control de densidad relativa en leche cruda de vaca

muestreada durante 10 dias consecutivos. (LCx)= limites criticos promedio, (LCS)=
limite critico superior e inferior (LCI).
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Gréfico 3. Se presenta el control de indice de refraccion de la leche de vaca cruda

muestreada durante 10 dias consecutivos. (LCx)= limites criticos promedio, (LCS)=
limite critico superior e inferior (LCI).
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Grafico 4. Se presenta el control de pH de la leche cruda de vaca muestreada durante

10 dias consecutivos. (LCx)= limites criticos promedio, (LCS)= limite critico superior e
inferior (LCI).
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Gréfico 5. Se presenta el control de acidez titulable de la leche de vaca cruda

muestreada durante 10 dias consecutivos. (LCx)= limites criticos promedio, (LCS)=
limite critico superior e inferior (LCI).

A continuacién, se presentan los resultados del coeficiente de correlacién entre
densidad relativa e indice de refraccion, asi mismo del pH y acidez titulable, con

respecto a la correlacion entre la densidad relativa y el indice de refraccion se observo
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una correlacion baja como se presenta en la Tabla 2, esta correlacion tiene una
tendencia positiva, en este sentido se puede observar que cuando una de las
variables se ve disminuida, la otra variable se ve afectada por el comportamiento de

la primera como se puede observar en la Gréfica 6.

Tabla 2. Coeficiente de correlacién entre densidad relativa e indice de refraccion.

Densidad relativa indice de refraccion
Densidad relativa 1
indice de refraccion 0.47 1
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Grafico 6. Correlacion entre densidad relativa e indice de refraccion de leche de vaca
cruda analizada.

Navarrete (2021) menciona que cuando existe una alteracion en la composicion de la
leche, ya sea en materia grasa u otro analito, el valor del indice de refraccion varia
por lo que la densidad relativa también puede verse afectada y es necesario aplicar
otros métodos de andlisis de calidad de la leche para determinar si existe algun tipo
de alteracion. Debido a esto, se esperaba que hubiese una correlacion positiva mayor

a 0.469 entre las variables de indice de refraccion y densidad relativa.
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Con respecto a la correlacion que se evalu6 entre el pH y la acidez titulable los
resultados indicaron que se presenta una correlacion negativa baja entre las variables
(Tabla 3).

Tabla 3. Coeficiente de correlacion entre pH y acidez titulable.

pH Acidez titulable g/L
pH 1
Acidez titulable g/L -0.33 1

Esta correlacidn existe ya que el pH representa la concentracion de hidrégenos libres
de laleche y la acidez titulable busca liberar los grupos H* al medio para cuantificarlos.
En contraste, la correlacién negativa obtenida fue de -0.332, es decir, una correlacion
negativa baja, esto puede deberse a las condiciones en el manejo de las muestras o

a la calibracién del potenciémetro.
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Grafico 7. Correlacion de la acidez titulable y pH de la leche cruda de vaca analizada.

En un analisis realizado por Santillan (2021) utilizando leche ultra pasteurizada (UTH),
obtuvo una correlacion negativa alta (-0.86116) entre la variable de acidez titulable y
pH y menciona que a medida que incrementa el tiempo de analisis de la muestra, los

valores de pH disminuyen y los de acidez titulable aumentan.
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En la siguiente tabla se muestran los valores promedio de los parametros realizados
en los muestreos consecutivos y en la ultima fila se aprecian los valores de los
pardmetros establecidos en la Norma Mexicana NMX-F-700-COFOCALEC-2007
“Leche cruda de vaca — especificaciones fisicoquimicas, sanitarias y métodos de

prueba”.

De acuerdo con la Tabla 4, el muestreo promedio seis (M6) es el Unico que presenta
valores que cumplen con los parametros de calidad de la leche establecidos por la
Norma Mexicana NMX-700-COFOCALEC-2007.

Los demas muestreos presentan valores que cumplen con algunos de los parametros
de la norma, no obstante, al evaluarse como un conjunto, no cumplen con los valores

aceptables para calidad de la leche cruda.

Estos valores pueden estar influidos por factores previos a la recoleccion de las
muestras (condiciones higiénico-sanitarias de ordefo, estado nutricional y de salud
de las vacas, entre otras) o factores correspondientes a la recoleccion, manejo y
procesamiento de las muestras.

De acuerdo con Fuentes et al. (2019) quienes mencionan que un pH cercano a 7 en
la leche puede corresponder a “leches mastiticas” (clinicas o subclinicas) y que
poseen una composicion modificada lo que conlleva a un alargamiento en el tiempo
de coagulacién. No obstante, en la Tabla 4 se puede apreciar que los muestreos 1y
3 se encuentran por encima del rango aceptable conforme a las normas mexicanas y
aun asi los resultados fueron negativos en las pruebas de alcohol y estabilidad al
calor. Esto puede deberse a factores relacionados con el manejo de las muestras
(tiempo de procesamiento, condiciones de almacenamiento de las muestras, entre
otras).

CONCLUSION

Los meétodos de prueba fisicoquimicos e higiénico-sanitarios utilizados para la
determinacién de la calidad de la leche cruda se implementaron adecuadamente, no
obstante, no pudieron validarse debido a la variacion de los resultados de cada
muestreo y la cantidad reducida de repeticiones para cada variable. Por lo tanto, la

determinacién de la calidad de la leche cruda podria verse influida por esta variacion.
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Tabla 4. Valores promedio de los parametros evaluados en los muestreos consecutivos y valores de los parametros establecidos en
la NMX-700-COFOCALEC-2007.

Temperatura  DeNsidad indice de Acidez Estabilidad
Muestreos Q, relativa refraccion pH titulable Alcohol Almidoén
C al calor
g/mL % (g/L)
M1 11.3 1.0266 8.1 7.1 1.3 negativo negativo negativo
M2 25.6 1.0331 10.1 6.7 2.1 negativo negativo negativo
M3 30.4 1.0281 8.2 6.9 1.5 negativo negativo negativo
M4 26.4 1.0318 9.1 6.8 1.8 negativo negativo negativo
M5 31.3 1.0322 10.0 6.5 2.1 negativo negativo negativo
M6 28.5 1.0365 8.3 6.7 1.5 negativo negativo negativo
M7 29.7 1.0291 8.4 6.6 1.4 negativo negativo negativo
M8 29.7 1.0291 8.5 6.6 1.4 negativo negativo negativo
M9 28.4 1.0286 8.4 6.6 1.5 negativo negativo negativo
M10 28.4 1.0286 8.3 6.6 1.5 negativo negativo negativo
Minimo ] ) _ )
NMX S/D 102995 Minimo 8.3 6.6-6.8 1.3-16 negativo negativo negativo

Fuente: Elaboracidn propia, comparando resultados con la NMX-700-COFOCALEC-2007



RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar nuevamente el analisis de la leche con estos métodos de
prueba utilizando un muestreo y realizando varias repeticiones con éste. Ademas, se
debe tener mayor control en los contenedores de almacenamiento de las muestras,
su refrigeracion en el transporte y en el tiempo de su procesamiento para disminuir

los posibles factores que generan la variabilidad en los resultados.
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ANEXOS

Anexo 1. PRUEBAS FISICOQUIMICAS E HIGIENICO-SANITARIAS PARA
DETERMINACION DE LA CALIDAD DE LA LECHE CRUDA FRESCA DE VACA.

PRUEBA DE DETERMINACION DE TEMPERATURA
PRUEBA DE SEDIMENTOS EN LECHE

PRUEBA DE pH

PRUEBA DE DENSIDAD

PRUEBA DE INDICE DE REFRACCION

PRUEBA DE ALCOHOL

PRUEBA DE ESTABILIDAD AL CALOR

PRUEBA DE ACIDEZ REAL O TITULABLE

PRUEBA DE IDENTIFICACION DE ALMIDON

© ©® N o g s~ 0D

INTRODUCCION

La determinacion de la calidad de la leche es imprescindible para asegurar su transformacién
y consumo, exento de agentes patdgenos, sustancias téxicas y/o sustancias extrafias a su composicion
natural (LICONSA, 2007; Brousett-Minaya, 2015). También nos da informacién acerca de las
condiciones sanitarias para el ordefio y almacenamiento de la leche.

La composicién general de la leche y las propiedades que tiene cada uno de los elementos
gue la constituyen son los siguientes: agua 905g/L (90.5%), lactosa 43-50g/L (4.9%), lipidos (grasas)
32g/L (3.2%), proteinas 31g/L (3.1%), caseina minima 23g/L (2.3%), sales minerales 9g/L (0.9%),
extracto seco total 127g/L (12.7%), extracto seco desengrasado 92g/L (9.2%), solidos no grasos
minimo 83g/L (8.3%) (NOM-155-SCFI-2012 Y NMX-F-700-COFOCALEC-2012). A continuacion, se
presenta en la Tabla 1 las caracteristicas sensoriales y especificaciones fisicoquimicas y sanitarias que
debe tener la leche cruda fresca de vaca de acuerdo con la normativa vigente (LICONSA, 2007, NMX-
F-700-COFOCALEC-2012; Santander, 2021):

TABLA 1. Caracteristicas sensoriales de la leche cruda fresca de vaca

Caracteristica Descripcién
Color Blanco a blanco-amarillento
Aspecto Homogéneo
Olor Sui generis
Sabor Ligeramente dulce

Especificaciones fisicoquimicas y sanitarias
Prueba de alcohol 68-72% v/v Negativa

Acidez (como &cido lactico) g/L minimo 1.3 —max. 1.6 g/L
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pH 6.6-6.8

Densidad 15°C g/mL minimo 1.0295 g/mL (29.5°Q)
Prueba de limpieza Ausente
Prueba de coccion Negativa, sin coagulacion
Punto crioscépico °C Entre -0.515y -0.536
Determinacion de presencia de almidén Negativa

1) PRUEBA DE DETERMINACION DE TEMPERATURA
INTRODUCCION
La temperatura influye en la conservacion y deterioro de la leche cruda mientras es
almacenada y transportada para su transformacion, teniendo en cuenta que la temperatura de
extraccion de la leche es cercana a los 37°C (Villegas y Santos, 2010).
El enfriamiento es necesario para la conservacion de la leche y evitar el desarrollo de los
microorganismos, por lo que, es necesario reducir la temperatura a 4°C (LICONSA, 2007).
MATERIA PRIMA
300mL leche cruda fresca
MATERIAL DE LABORATORIO
Termoémetro digital para manejo de alimentos (-10°C a 110°C)
Vaso de precipitado de 400mL
PROCEDIMIENTO
Previo a la prueba: especificar el tipo de almacenamiento de las muestras, el dia y hora de su
obtencién. Determinar la temperatura de la muestra en el punto de venta de la leche.
Homogenizar la leche cruda en el recipiente de almacenamiento.
Depositar 300mL de leche cruda mezclada en el vaso de precipitado.
Sumergir el vastago del termometro y mantenerlo en posicion vertical durante la lectura de la
temperatura.
Evitar manipular el vastago del termometro.
INTERPRETACION DE RESULTADOS
Considerando la temperatura obtenida, determinar si las condiciones de almacenamiento de
la muestra son adecuadas.
Mencionar cémo la temperatura modifica las caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas de leche

cruda.

2) PRUEBA DE SEDIMENTOS/MATERIA EXTRANA EN LECHE
INTRODUCCION
La leche cruda puede contener materia extrafia macroscépica en suspension debido a condiciones
antihigiénicas de la ubre o a la contaminacion del fluido durante o luego de la ordefia. Esto resulta mas
notorio cuando la ordefia se efectia a mano (Villegas y Santos, 2010).
MATERIA PRIMA
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300mL leche cruda fresca, homogénea y a 30-35°C
MATERIAL DE LABORATORIO
Embudo Buchner de porcelana de 90mm de diametro interno
Disco de papel filtro (con didmetro apropiado al interno del embudo; pesados y colocados en el
desecador un dia antes de la prueba)
TermOmetro digital para manejo de alimentos (-10°C a 110°C)
Vaso de precipitado de 600 mL
Olla metélica
Charola de plastico
Sanitas
Agua potable
EQUIPO DE LABORATORIO
Desecador
Parrilla eléctrica
Béscula analitica
PROCEDIMIENTO
Previo a la prueba:
Cortar el disco de papel filtro, pesarlo en la bascula analitica y colocarlo en el desecador durante un
dia (evitar abrir completamente la tapa).
Sacar el papel filtro del desecador y pesarlo, registrar los pesos.
*Si la temperatura de la leche es menor a 30°C, sera necesario calentarla a bafio maria hasta alcanzar
los 30-35°C.
Colocar el embudo sobre el vaso de precipitado.
Colocar el disco de papel filtro (rotulado) dentro del embudo.
Verter lentamente la muestra dentro del embudo Buchner y filtrar completamente.
Retirar el papel filtro y colocarlo sobre una charola con sanitas para absorber el restante de leche.
Esperar a que el disco no esté hiimedo y colocarlo en el desecador durante un dia.
24 horas después, pesar el disco y registrar el dato.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Férmula: PS = PF — (PI — PD)
Donde:
PS (Peso de Sedimentos de muestra)
PF (Peso de disco Filtrado)
PI (Peso de Disco antes de colocarlo en el desecador)
PD (Peso de Disco después de 24 horas en el desecador)

Colocar el papel filtro de las diferentes muestras sobre una superficie de color contrastante.

Establecer si hay presencia de materia extrafia en la muestra al comparar los discos de papel filtro.

3) PRUEBA DE pH
INTRODUCCION

19



El potencial de hidrégeno (pH) es un indicador de la acidez real de la leche. Para su medicion se
emplea un potenciémetro, éste registra los iones de hidrégeno procedentes de los acidos que generan
los microorganismos presentes en la leche (Villegas y Santos, 2010).
MATERIA PRIMA
100mL de leche cruda fresca (10-25°C)
100mL de leche acida (10-25°C)
MATERIAL DE LABORATORIO
3 vasos de precipitado de 250mL
Agua destilada (100mL)
Sanitas
Piseta (capacidad de 100mL)
REACTIVOS
Solucion Buffer pH 7
Solucion Buffer pH 4
EQUIPO DE LABORATORIO
Potenciémetro (pHmetro)
Electrodo para liquidos
PROCEDIMIENTO
Previamente, calibrar el potenciémetro.
Colocar la muestra de leche cruda fresca y la leche acida en cada vaso de precipitado.
Introducir el electrodo del potenciémetro en la muestra y determinar la lectura final.
Enjuagar el electrodo con agua destilada entre cada lectura, colocar el sobrante que cae en el
tercer vaso de precipitado y secar con sanitas.
Apagar el equipo y anotar las lecturas.
INTERPRETACION DE RESULTADOS
Hay que recordar que el rango de valores correspondiente al pH en la leche cruda fresca de
vaca es de 6.6-6.8.
*Las caseinas son un conjunto de polipéptidos (gluco-fosfoproteinas), forman la fraccién mas
importante de la leche y precipitan a pH de 4.6 a 20°C (NOM-155-SCFI-2012).

4) PRUEBA DE DENSIDAD POR AEROMETRIA

INTRODUCCION

La densidad en la leche cruda es mayor que la del agua a la misma temperatura debido a su contenido
de sélidos disueltos y suspendidos, por tanto, se considera densidad relativa, esto es, respecto del
agua pura. Existen tres importantes factores que afectan la densidad relativa: el porcentaje de soélidos
totales, si suben éstos, aumenta; el porcentaje de grasa, si aumenta, la densidad disminuye; la
temperatura, si la leche se enfria, su densidad incrementa y viceversa (Villegas y Santos, 2010). La
determinacion de la densidad es una prueba que permite conocer en primera instancia algun posible
fraude, como la adulteracion de la leche con agua (aunque constituye un indicador presuntivo)
(Zamoran, 2014). Para su determinacion, se requiere un lactodensimetro Quevenne o “pesa-leche”

gue se encuentra ajustado a una temperatura de referencia de 15°C o 20°C (Villegas y Santos, 2010).
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MATERIA PRIMA

180mL de leche cruda fresca a 15°C
MATERIAL DE LABORATORIO
TermOmetro digital para manejo de alimentos (-10°C a 110°C)
Probeta de 250mL

Vaso de precipitado de 250mL
EQUIPO DE LABORATORIO

Lactodensimetro ajustado a 15°C
PROCEDIMIENTO
Consideraciones previas: si la leche no estd a 15°C, calentar o enfriar segun sea el caso. La
determinacion de la densidad da un valor mayor cuando se calienta una leche fria hasta la temperatura
de medida que cuando se enfria una leche caliente hasta esa misma temperatura. Este fendmeno se
llama “Efecto Recknagel” y se debe a los cambios que se producen en el agua ligada a las proteinas,
a la precipitacion de las sales y a las variaciones en el estado de la grasa.
Homogenizar suavemente la muestra en el vaso de precipitado para evitar la incorporacion de aire.
Colocar la leche en la probeta a través de las paredes para evitar la entrada de aire y formacién de
espuma.
Introducir el lactodensimetro dentro de la probeta de forma lenta y hacer un pequefio giro sobre su eje
para evitar que toque el fondo y se rompa. El equipo debe flotar libremente.
Realizar la lectura en la parte superior del menisco.
INTERPRETACION DE RESULTADOS
La obtencion de los datos en grados Quevenne (°Q) deben transformarse a densidad relativa con tres
cifras decimales y dada en g/mL (ejemplo: 27°Q = 1.027g/mL) (Renteria, 2016). Si la muestra no se
encuentra a una temperatura de 15°C, deben ajustarse los resultados de acuerdo con la siguiente
formula (Corredor, 2022):
Densidad real o corregida si esta por encima de la temperatura de referencia del lactodensimetro =
Densidad leche + 0.0002(T-15)
Densidad real o corregida si esta por debajo de la temperatura de referencia del lactodensimetro =
Densidad de la leche — 0.0002(T-15)
(T=temperatura de la leche) (Villegas y Santos, 2010).
(Otra forma de hacer la correccion de la densidad relativa de la leche es utilizando las tablas de AOAC).
Al incrementarse la temperatura la densidad disminuye y viceversa. Esto se debe a que las sustancias
presentes en la leche se pueden contraer o expandir con los cambios de temperatura. Por lo tanto, la
lectura de la densidad se refiere siempre a una temperatura fija.
La adicion de agua baja la densidad de la leche entera.
La adicion de agua + solidos regula la densidad.
La adicion de agua + descremado parcial puede igualar la densidad.
La adicién de agua + descremado + sélidos iguala la densidad.

Si los resultados de grasa son bajos y la densidad es alta, entonces la leche pudo ser descremada.
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Si los resultados de la prueba de grasa son bajos al igual que el valor de la densidad, entonces pudo

adicionarse agua a la leche (Villegas y Santos, 2010).

5) PRUEBA DE INDICE DE REFRACCION

INTRODUCCION
Con esta prueba se determina el grado de concentracién de solutos no grasos de la leche. La finalidad
de esta prueba es detectar si la leche esta adulterada con agua o solidos extrafios (Corredor, 2022).
Para esta prueba se utiliza un refractometro portatil (Bertuzzi), el cual se expresa directamente en
porcentaje de sélidos no grasos (proteinas, vitaminas, minerales y cenizas); esperando valores de
grados lactométricos (°L) entre 8.4 y 9.2, valores por debajo de este rango indican presencia de agua
en la leche y valores por encima generan sospecha de adicion de sélidos extrafios (Bayona y
Echeverry, 2017).
MATERIA PRIMA

leche cruda fresca filtrada y homogénea (10-25°C)
MATERIAL DE LABORATORIO

Piseta (capacidad de 100mL)

Agua destilada (100mL)
Sanitas
Pipeta Pasteur (incluida en el estuche del equipo)
EQUIPO DE LABORATORIO
Refractometro Bertuzzi para leche con escala de 0-20%.
PROCEDIMIENTO
Calibrar el equipo (Iéase manual de uso).
Colocar el refractometro en posicién horizontal frente a la vista del manipulador, levantar la cubierta
difusora y colocar 3 gotas de leche cruda fresca (previamente homogenizada) desde la parte superior
del prisma y permitir que deslice hacia el centro, sin formar burbujas, bajar la cubierta suavemente,
esperar 30 segundos y realizar la lectura (el refractometro siempre en posicion horizontal y con el
prisma hacia la luz).

Realizar dos mediciones mas y registrar los datos.

Absorber con sanitas el remanente de leche del prisma en cada lectura.

Al término, eliminar restos de muestras con gotas de agua destilada y sanitas.

Lavar y enjuagar la pipeta del estuche.
INTERPRETACION DE RESULTADOS
Para la evaluacion del indice de refraccion se toma en cuenta el valor de porcentaje de solidos no
grasos presente en la leche.
Si existe la alteracién de un componente de la leche, entonces cambia el valor del indice de refraccion
porque se modifica la concentracion de los solutos por el aguado, entonces el valor del indice de

refraccion se acercara al del agua.

6) PRUEBA DE ALCOHOL (Gonzélez et al., 2020)

22



INTRODUCCION

La prueba de alcohol se utiliza para determinar la termo-estabilidad de la leche cruda. La
adicion de alcohol al 68-72% en la leche produce la deshidratacion parcial de las micelas de caseina,
desnaturalizandolas y favoreciendo su precipitacion (Flores, 2002; Villegas y Santos, 2010; Gonzalez
et al., 2020). Ademas, el alcohol afecta la estabilidad de la suspension coloidal, sobre todo con
presencia de acido lactico o de una elevada (anormal) concentracién de sales en la leche. La leche
con un contenido alto de calcio al final de la lactancia, pueden coagular con el alcohol, sin ser acidas
(Molina, 2007).
MATERIA PRIMA

6mL de leche cruda fresca (10-25°C)

2mL de leche &cida (10-25°C)
MATERIAL DE LABORATORIO

4 tubos de ensayo con taparrosca de 20mL

3 pipetas volumétricas 10mL

3 pipeteadores

Gradilla para tubo de ensayo
REACTIVOS

Alcohol etilico al 68-72%, 8 mL
EQUIPO DE LABORATORIO

Vortex
PROCEDIMIENTO

Colocar 2mL de alcohol etilico en cada tubo de ensayo.

Agregar 2mL de leche cruda fresca a 3 tubos de ensayo.

Agregar 2mL de leche 4cida al tubo de ensayo control.

Homogenizar los tubos de ensayo.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Expresar el resultado como NEGATIVO o POSITIVO.
Leche cruda fresca no flocula (prueba negativa).
La prueba es positiva cuando se observa la formacion de grumos o coagulacion de la leche en la pared
del tubo de ensayo. Esto puede ser debido a varias causas y no necesariamente a que la leche esté
acida. Leches acidificadas, con mastitis, el calostro, leche con deficiencia de sales minerales y el
exceso de albuminas generan floculacién. Por lo tanto, no resistird el proceso térmico de la
pasteurizacién (Molina, 2007; NMX-F-700-COFOCALEC-2012).

7) PRUEBA DE ESTABILIDAD AL CALOR (Villegas y Santos, 2010)
INTRODUCCION
Esta prueba aprecia la estabilidad de la leche cruda ante el calor, simulando las condiciones
de tratamiento térmico de un proceso. Si existe cierto grado de acidez en la leche, las micelas de
caseina sensibilizadas (debido a la neutralizacién de las cargas negativas micelares por los iones de
hidrégeno del acido lactico generado por fermentacién) tenderan a precipitar (Villegas y Santos, 2010).
Esta prueba puede dar positiva con 0.22 0 0.23% de acidez (Molina, 2007).
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MATERIA PRIMA
9mL de leche cruda fresca (10-25°C)
3mL de leche &cida (10-25°C)
MATERIAL DE LABORATORIO
4 tubos de ensayo con taparrosca de 20mL
2 gradillas metalicas
2 pipetas volumétricas 10mL
2 pipeteadores
Olla metalica con tapa (donde quepa la gradilla de metal)
Termometro digital para manejo de alimentos (-10°C a 110°C)
EQUIPO DE LABORATORIO
Parrilla eléctrica
Vértex
PROCEDIMIENTO
Pasos previos:
Conectar la parrilla.
Agregar agua a la olla con la gradilla hasta que sea cubierta y dejar tapado.
Colocar la olla sobre la parrilla.

Calentar el agua a punto de ebullicién (85-89°C).

En 3 tubos de ensayo colocar 3 mL de leche cruda fresca en cada uno y taparlos.

En el tubo de ensayo control colocar 3 mL de leche acida y taparlo.

Homogenizar los tubos de ensayo.
Mantener a bafio maria los tubos durante 3 minutos (el agua debe cubrir por lo menos la parte que
contenga la leche).
Sacar los tubos de ensayo, colocarlos en la otra gradilla y observar si hay presencia de un precipitado
blanco.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Si se forma un fléculo en las muestras de leche cruda fresca, la prueba es POSITIVA.

8) PRUEBA DE ACIDEZ REAL O TITULABLE
INTRODUCCION

La acidez titulable de la leche se expresa generalmente como &cido lactico. Incluye la acidez natural o
inicial de la muestra y la acidez desarrollada. La acidez normal de la leche se debe principalmente a
su contenido de caseina (0.05-0.08%) y de fosfatos. También contribuyen el biéxido de carbono (0.01-
0.02%). Los citratos (0.01%) y la albimina (menos de 0.001%). La acidez desarrollada, que incrementa
el valor de la acidez natural, es el resultado de la conversion de lactosa en acido lactico por la
fermentacion de las bacterias (NMX-F-COFOCALEC-2014). La acidez en la leche nos indica la carga
microbiana de la leche, el cuidado en cuanto a higiene y conservacion, un valor de acidez alto indica
la presencia de microorganismos (Zamoran, 2014).

MATERIA PRIMA
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60mL de leche cruda fresca homogenizada (10-25°C)
REACTIVOS

NaOH 0.1N (2g para 500mL de agua destilada)

Acetato de rosanilina 0.65mL
Fenolftaleina 1% (disolver 1g del reactivo en 100mL de alcohol etilico al 96%, almacenar en frasco
ambar de 100mL)
Utilizar un recipiente de vidrio y una espatula para pesar la fenolftaleina en la bascula analitica. Medir
el alcohol con una probeta y colocar en un frasco ambar, utilizar un embudo de vidrio para agregar la

fenolftaleina al frasco y mezclar. Utilizar un poco del etanol medido si queda restante en el embudo.

Preparacion de NaOH 0.1N
Material de laboratorio
Matraz aforado con tapa de 1L
Vaso de precipitado de 600mL
Probeta graduada de 250mL
Espatula de plastico, no de metal
Recipiente plastico para pesar
Embudo de vidrio
Frasco de plastico con tapa de 500mL
Agua destilada desionizada (500mL)
Procedimiento
Pesar 2.0g de NaOH utilizando el recipiente y espatula de plastico. (Mantener bien cerrado el frasco
para que las lentejas no absorban humedad).
Medir 500mL de agua destilada desionizada, utilizando el vaso de precipitado y la probeta y depositar
el agua en el matraz.
Agregar el NaOH pesado y homogenizar haciendo movimientos circulares lentos (se generara una
reaccion térmica).

Transferir la solucidn a un frasco de plastico con tapa de 500mL.

Valoracion de la normalidad del NaOH por titulacién con HCI (prueba por triplicado)
Reactivos
NaOH preparada con anterioridad
HCI concentrado 30mL
Anaranjado de metilo 1%
Material de laboratorio
Bureta de 10mL
Pipeta volumétrica de 5mL
Pipeteador
3 matraces Erlenmeyer de 50mL

2 pipetas
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Vaso de precipitado de 50mL
Soporte universal
Procedimiento
Colocar 10mL de HCI concentrado en la bureta.
Colocar la bureta en el soporte universal.
Colocar 5mL de NaOH en cada matraz y agregar 5 gotas de anaranjado de metilo 1%

Titular con el HCI hasta que vire a una coloracién rosacea-anaranjada.

Interpretacion de resultados
Formula:

(> cantidad empleada de HCl)=3
5ml empleados de NaOH

Normalidad:

3= Cantidad de repeticiones

EQUIPO DE LABORATORIO
4 matraces Erlenmeyer de 125mL
Pipeta volumétrica de 20mL
2 pipetas volumétricas de 1mL
Bureta graduada automética de 10mL
3 pipeteadores

PROCEDIMIENTO

Colocar 20mL de leche en cada uno de los matraces.

Agregar a la muestra control 0.65mL de la disolucién de acetato de rosanilina y mezclar. El color

observado sera estable y similar al que debe llegar al final de la titulacion.

Agregar a los deméas matraces 0.65mL de fenolftaleina. Mezclar y titular con la disolucion de NaOH

hasta la aparicion de un color rosado que persista por lo menos 1 minuto, utilizando como guia la

muestra control.

Nota: registrar en el momento los mL de NaOH empleados para la titulacion.

*La ftitulacion de leche acida debe hacerse con previo calentamiento de la muestra (30°C), de lo

contrario solo las partes precipitadas se tefiiran, tanto en la muestra control como las que seran

tituladas.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados se expresan como &cido lactico en g/L, utilizando la siguiente formula.

(V¥N*0.090%1000)
m

Acidez (g/L):

V= Volumen de NaOH empleado
N= Normalidad del NaOH
0.090= mEq del &cido lactico
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m= Volumen de la muestra en mL
Si se desea obtener la acidez en porcentaje de acido lactico, se realiza la siguiente formula:
% éacido lactico= (g de acido lactico/mL de leche) * 10
La leche cruda fresca debe cumplir con un valor de acidez titulable minimo de 1.3 y maximo de 1.6 g/L
(LICONSA, 2007; NMX-F-COFOCALEC-2014).

*Un grado Dérnic equivale a 0.1g/L de &cido lactico 6 0.01% en peso de &cido lactico en la leche,
aunque éste no se halle. Por ejemplo, una leche de 16°D contiene el equivalente a 0.16% en peso de
acido lactico, aunque no necesariamente se halle presente, de hecho, en una leche cruda fresca no

existe 4cido lactico (Villegas y Santos, 2010).

9) PRUEBA DE IDENTIFICACION DE ALMIDON
INTRODUCCION
Esta es una prueba que se basa en el hecho de que el yodo evidencia la presencia del almidén dando
un color azul oscuro intenso (Zamorén, 2014). El yodo se introduce en la hélice de la amilasa dando el
efecto éptico de color azul-morado mientras que con la amilopectina da el color rojo propio del yodo
(Gonzalez et al., 2020).
MATERIA PRIMA
20mL de leche cruda fresca (10-25°C)
MATERIAL DE LABORATORIO
Pipeta Pasteur
4 tubos de ensayo con taparrosca de 20mL
Gradilla
Pipeta volumétrica de 10mL
Pipeteador
Charola pequefa para pesaje
Espatula
0.5 gramos de harina de trigo
REACTIVOS
Yodo (Yodopovidona) Solucién 11g/100mL
EQUIPO DE LABORATORIO
Béscula analitica
Vortex
PROCEDIMIENTO
Pesar 0.5 gramos de harina de trigo usando la cuchara de plastico y la charola pequefia para pesaje.
Colocar en cada tubo de ensayo 5 mL de leche cruda fresca.
Agregar la harina a un tubo de ensayo (control) y homogenizar.
Agregar a cada tubo de ensayo 6 gotas de yodo, tapar y homogenizar.
El tubo control deber virar a un color morado-azuloso.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

27



Si la muestra se ve de color morado-azuloso, indica la presencia de almidon en la leche, por
lo tanto, la prueba es POSITIVA.
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Anexo 2. Tablas con valores de muestreos y promedios de limites criticos para
gréficos de control de X-R para variables de temperatura (C°), densidad relativa

(g/mL), indice de refraccion (%), pH, acidez titulable (g/mL).
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