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Introduccitn.—

Para todo producto dentro de la industriz alimentaria, es importante
llevar a cabo pruebas de control de calidad gue nos indican uniformidaé ¥
aceptacidn de materia primz, eficiencia del proceso, calidad de producto -

terminado y algunas especificaciones fisicoquimicas, microbiolbgicas y oxr—

ganolépticas que dictan las normas oficiales.

En la industria de productos licteos todos estos anidlisis son de gran
importancia, ya que de acuerdo a los resultados obtenidos, se valorz a ca-

da uno de estos productos desde el punto de vista de calidad.

Para el an&lisis ponderal y nutritivo de la leche se consideran cua—-
tro sus constituyentes principales: lactosa, proteinas, materia grasa y -
minerales. De estos cuatro constituyentes se le dd mayoer importancia al -
andlisis de la fraccidn grasa, ya que de acuerdc z la cantidad presente de
ésta, es su valor econdémico y también se deriva su useo para la elaboracitm

de los diferentes productos.

En el presente trabajo, se estudian algunos métodos para la cuantifi-
cacidn de la materia grasa en leche evaporada com el cbjeto de ofrecer al-
ternativas de usc, y poder amalizar mayor nimere de muestras em un winiro

de tiempo, incluyendo reactivos y material comunes, técnicas de fdcil mane

.‘

nejo, y que en un momento determinado puedan ser aplicadas como métodos de

rutina.



Objetives.—

Llgvar a cabe uma revisidn bibliogridfica de los m€todos existentes pa

ra determinar grasa ez leche.

Realizar un estvdio comparative entre cuatro métodos basados en dife-
rentes principios, empleando el mEtodo oficial en México como referencia,
con el £in de obtemer uma serie de parametros gque nos indiquen precisiodn,

costo, ticmpo y posible aplicacidn como mEtodos de rutina.

[



Antecedentes Bibliogrificos.-

La leche se considera como uno de los alimentos mis impeortantes en la
dietz humana, debido a la calidad de sus componentes, mismos que son esen—

ciales para el crecimiento.

La leche se define como la secrecitn lictea practicamente libre de ca
lostro, obtenida por la completa ordena de una o mAs vacas sziudables, 1la
cuzl debe contener no menos de BZ de s6lidos no grasos de leche y no menos

de 32 de grasa de leche. (1) {5) Qg

x

La leche es un 1iquido blaneco y opaco de sabor caracteristico, consi~
derada como una mezcla en equilibrio, compleja tanto por 1a mnaturaleza de

sug constituyentes como por su estado fisico.

El agua es el componente mdAs jmportante desde el punto de vista cuan-

titativo, donde se encuentran los siguientes compuestos:

- Sustancias en solucidn verdadera, como aziicares, sales, vitaminas hi-
drosolubles, aminoacidoes.

- Sustancias en estado de dispersidn coloidal, tales como fosfocaseina~
to cdlcico, citratos y fosfates de Ca y Mg, y seroproteipas.

- Sustancias en estado de emulsion: 1lipidos, esteroles y vitaminas lipo

solubles.

ia composicibn de la leche se encuentra repertada en el puadro nfimero
4



a)

b)

c)
d)
e)
£)

Cuadre Ne, 1

Composicidn de la Leche de Vaca

Grasa:

— Ac. butirice
~ Ac. caproico
- Ac, caprilico
— Ac. caprico
— Ac. laurico

- Ac. miristico
— Ac. palmitico
- Ac. estedrico

~ Ae. ol8ico

Compuestos Nitrogenados:

i

Proteina
- Caseina
- Albiimina

- Globulina

Lactosa
Cenizas
Fosfiridos y estearinas

Vitaminas:

Valores arpox.

3.05%
1.39%
1.51%
2.68%
3.71%

12.01%

25.17%
9.17%

33.3%

Promedio
3.2%
2.6%
0.5%

0.1%

4.8%
0.712
0.03%7

En 100 gramos



- Vit. A 0.05 a 0.20 ng

-~ Grupeo vit. B

vit. B, 0.02 a 0.04 mg
Vit. 32 0.10 a .025 mg
Vit. 35 0.10 a 0.30 mg
Ac. nicotinic§ 0.10 a 0.40 mg

Ac. pantoténico 0.10 a 0.40 mg

- Vit. G (&cido ascdrbico) 0.50 a 2.50 mg

h) Gases:

En promedio 6.2 Vol. %X

Ac. carbdnico 3.4 26,3 Vol, %

N2 0.18 a 1.63 Vol. %

0, 0.3 a 0.61 Vol. %

Fuente: Rosell, J.M., Dos Santos, I. (31)



Lz composicidn de la leche de vaca puede variar por los siguientes =~
factores:

- Especie y Raza.~ Algunas especies presentan en general unz composi-—
cifn semejante, pero en su andlisis centesimal existen diferencias lo
que dmplicaria propiedades distintas. Por ejemplo, en la lechs huma-
na se encuentra uma mayor cantidad de lactosa, 65%, pero es pobre en

elerentos nutritives. (36)

Estacifn.— En general, en invierno ¢ en climas frios, aumenta la grasa, -
proteinas y algunas sales, mientras que el contenido en azficares no tiene

un comportamiento estacional bien definido. (36)

Alimentacidn.— En condiciones normales, la vaca tiende a producir leche -
con una composicidn constante. Se ha visto que una disminucitn en la can-~
tidad diaria de alimento puede disminuir el rendimiento y la cantidad de -
s6lidos mo grasos sin goe se afecte notablemente la cantidad de materia -
grasa. Por el contrario si se incrementa la alimentacidn, aumentan los s8

lidos no grasos, (17) £38)

Lactaeidn.— Durante la Iactacidn la ccomposicidn de la leche varia notable
mente. Los primeros dias se segrega el calostro que tiene mayor cantidad
de Ca y P, m3s proteina total y menos lactosa. Al final de &€sta se presen

ta un brusco aumento de materia grasa y sdlidos totales.

En las primeras semanas de lactacidn la materia grasa, sSlidos tota-



les, cleoreros, 8a ¥ P disminuyen, perv al final de la lactacidz zumentan -

notablexente., (1) (36)

Cozo se menciond anteriormente, la leche es uma mezcla en eguilibrio
de proteimas, grasas, carbohidratos y sales dispersos en agua que forman -
emulsicoes, suspensiones coloidales y soluciones werdaderas.

Por la zlteracidn de este sistema se obtienen los diferentes derivados que

se mencicnan a continuzeidn:

- Lecke en polvo.—- Se obtiene generalmente por =1 método de aspersidn -
eliminan?o una parte de agua por evaporacidn hasta obtener una leche con—
centradz aproximadamente a una tercera parte y a continuacidn se atomiza -
en una cgrriente de aire caliente.

- Leche svaporada.~ Tambi&n llamada leche condemsada no azucarada. Es -
leche enfera en la cual se ha eliminado aproximadamente el 50% de apgua por
evaporacifn. Los contenidos en grasa y sblidos no grasos son come minimo
de 7.5% v 20.5%, respectivamente.

- Leche condensada azucarada.- Es obtenida por la eliminacidn parcial de
agua de uma mezcla de leche y azficar, que conteuga mo menos de 28% de s61i
dos tetales y 8.5% de grasa. (36) La cantidad de azlicar utilizada oscila
entre 40 v 45% sobre el peso total, comsiderada ccmo la eantidad necesaria

para evitzr alteraciones de tipo microbioldgico.

El procedimiento de elaboracidn es muy similar al de la leche concen-
trada, szivo la adicidn de azicar que tiene lugar amtes de la evaporacién.



- Gueso.~- El queso contiene en farma concentrads muchos de los nutrien—
tes de Iz leche, la caseina, grasa, sales insolubles y una parte de los —
constituyentes del suero. Las operaciones fundamentales en la elaboracidn
de quesos son: pasteurizacidn, adicidn de cultiveos bacterianos, coagula—
cidn por accidn del cuajo de diversos origenes,separacidn de la cuajada,

salado ¥ maduracidn de la misma.

- Productos licteos fermentados.- Son productos cobtenidos de la leche to
tal deséremada o ligeramente concentrada que requisren microorganismos es—
peecificos para desarrollar su sabor y textura caracteristica. Lo mi3s im-
portante a considerar en la elaboracifn de estos productos, es la fermenta
cifn l3ctica que utiliza la lactosa de la leche ecomo sustrato vy en la que

se produce fundamentaimente Acido I&ctico.

- Crema.- Es una porcidn de la leche rica en grasa que se obtienme por se
paracifn del sobrenadante de la leche, mantenida en reposo o mediante cen—
trifugacidn. El contenido en grasa varia en limites bastante amplios, que

van del 12 al 60X%.

- Mantegquilla.~ Es el producto obtenido del batids de la grasa o nata, -
que puede llevar adicionada sal en una cantidad del 2.5%. El producto fi-

nal presenta un contenide graso proéximc al 80%.

De todos los subproductos ya mencionados, la leche evaporada es uno -

de los derivados mis importantes y presenta una de—anda considerable en el



zercade por las siguientes ventajas que ofrece al consumidor: Ia seguri -
dad que ofrece su proceso y por la disponibilidad que presenta encualquier

£poca del afio, por lo que es utilizada para la alimentacifn infantil.

La norma oficial en México da la siguiente definicidn: "Se entiende
por la leche evaporada al producto alimenticio obtenido por la evaporacién

de una parte del contenide acuoso de la leche".

Este tipo de leche puede contener aditivoes tales como fosfato disddi-
co, citrato de sodio, cloruro de caleio y carragenina, solos o mezclados -

en una concentracidn no mayor de Q.1%.

Se ha demostrado que algunos lotes de este tipo de leche puede coagu—
lar durante la esterilizacibn, aunque haya sido precalentada. Para evitar
esto, se ajusta el contenido de sales mediante la adicidn de las sustancias
antes mencionadas, en concentracidn inferior al O.Ierobre peso de produc~

to terminado, (36)

CUADRQ No. 2

Composicidén de leche evaporada
(reportado en 7)

Prot. Grasa Hunedad Lactosa Cenizas Ca P

7.0 7.9 73.8 9.7 1.6 0.252 0.205

Fuente: Webb, H. Fundamentals of Diary Chemistry. AVI. Dub. Co. (1978)



- Proceso.~ El proceso que se sigue en 1z chtencidn de 1z leche evapora-
da se menciona a continuacidn:

- Recepcitn.~ La leche fluida se recibe en la planta, se filtra, se en-
fria y se bombea a tanques de almacenamiento. ILa grasa y los sélidos tota
les son estandarizados, después de lo cual guedan dentro de los lfmites -

permitidos, para grasa 7.9% vy para sOlidos totales 25.9%.

- Precalentamiento.~- La leche es calentada a una temperatura cercana a -
los 93°C y se pasa a tanques donde se mantiene la temperatura durante 10
minutos. El tiempo y la temperatura usados para el precalentamiento son -
elegidos con el fin de reducir la viscosidad y mejorar la estabilidad fisi
ca del producto final. Los tiempos especificos y las temperaturas no son
dadas porque las caracteristicas de la leche varia con la estacifn del afio

y el proceso puede modificarse.

- Evaporacidon.~ El siguiente paso en el procesc es la evaporacidn del -
agua hasta la concentracidn de sélidos arriba del punto deseado. La evapo
racidn es favorecida por la reduccidn de la presidn atmosf&rica provocando
&sto que la leche hilerva a 54~57°C lo que previene la contaminacidn micro-~

biana. (10) (17}

- Homogenizaciln y estandarizacidn.- La leche ya evaporada se pasa a un
tanque de homogenizacidn en donde se destruyen los gldbulos de grasa dando
como resultado particulas mis pequeflas de manera que no se forma una capa

de crema durante el esterilizado. Para esta etapa se usan dos presiones:-—

10



2,500 psi y despu€s Z30 psi. La menor presidn destruye los grupc de gld-

bulos grasos y se previene la formacidn de capas de crema.

A continuacidn la composicifn de la leche es reestandarizada a los 1i

mites permitidos.

~ Esterilizacion.—- EI @iltimo pase en la produccifn de la leche evaporada
es la esterilizacidn en latas a una temperatura de ll4 - 245°C durante 15-

17 minutes en un esterilizador comtinuo.

Los tiempos y temperaturas varian de acuerde al nivel de la contamina
¢i6n mierobiana, los tipos de micrcorganismos y el tipo de equipo usado.

(10)

Norma Oficial.—-

De acuerdo a la norma oficial, se le clasifica en dos tipos con un so

lo grado de calidad:

Tipo I Lecha evaporada entera
Tipo II Lecha evaporada semidescremada

Cualgquiera de estes tipos deberd cumplir con los siguientes requisi—

tos fisicos y quimicos:

1k



Especificacidn Tipo T Tipo II
- Grasa butirica % minizo en peso 7.9 5.0
-~ §S6lidos totales % miniro en peso 25.9 24,0
~ Acidez en Fcido ldctico 0.34 a G.40 06.36 2 0.40
- Cenizas % minimo en peso 1.80 1.80

12



Valor Nutrigivo.—~

La leche es un alimiento de un gran wvalor nutritivo para el hombre, -

de acuerdo = la composicifdn que se presenta en el cuzdro nimero 1.

Para referirse a este walor nutritive es vilido resumir a cuatro sus

constituyentes: carbohidratos, proteinas, materia grasa y minerales.

— Carbohidratos.- La lactosa es el finico aziicar libre que existe en can-
tidades importantes en la leche y que sirve como una fuente importamte de
calorias, especialmente para el nifio (30Z del total). La lactosa es impor
tante tambi®n porque es capaz de atravesar la pared estomacal sin meodifica
ciones notables y es lentamente absorbida em el intestino, promueve la pro
liferacidén de bacterias intestinales, capaces de sintetizar vitaminas como
1la biotina, riboflavina, dcido £8lico y piridoxina, ¥ favorece una fermen-
tacidn de tipo Acido, que contribuye a una mejor utilizacidn del calcioc y
da origen a condiciones desfavorables para los microorganismos de la putre
faccidn. La lactosa se hidroliza en galactosa y glucosa por la accifn de
la lactasa, (1) . La galactosa a causa de su estabilidad, es probablecente
el glicido gque mas facilmeénte atraviesa la barrera intestinal, Se sabe -
también, gque la galactosa es un componeante de los cerebr@sidos que forman

parte de los tejidos nerviosos. {36)

-~ Proteinas.~ La principal proteina de lz leche es laz caseina que s= en-—

cuentra en un 80%, formado el resto por lactoalbiminas y lactoglobulinas.-—

13



(35) Las proteinss de la leche contienen los aminodcidos esenciales para
el hombre adulto, lo mismo que Iz histidina que es considerada por alguncs

autores como amincfcido esencial para el crecimiento de los nifios. (1)

Su digestibilidad es muy alta de tal manera gque puede compararse a la
proteina de la carme y del huevo presentando un valor bioldgico de 99,100
y 93 respectivamente. (11) La leche se considera como alimento ideal, pe
ro debe combinarse con otros alimentos, como los cereales, para obtener -

una dieta balancesda.

- Grasa.,— Uno de los componentes m3s importantes de la leche es la grasa
por st alto valor emergético y ademis porque es portadora de vitaminas 1i
posolubles. Por cofra parte, tambi&n contienme #cidos grasos eseaciales pa-
ra el hombre, como som el Acido linolénico y el &cido linoleico. Otra pro
pieda@ importante es su punto de fusidn, hacia los 30°C lo cual Ia hace fa

vorable para la digestidn.

— Minerales.~ La leche es uno de los alimentos ricos en caleio cubriendo
los requerimientos diarios para el nifio y el adulto. Presentaz umna relacion
Ca/P Bptima para la asimilaciGn de ambos constituyeantes. Por otra parte -
los elementos minerales de la leche se absorven ¥ retienen mejor gque los -
minerales de otros alimentos. Esto puede ser debido a la presencia de dci

do citrico.

14



- Vitaminas.— La leche es también wn=z Importante fuente de vitamimas, en
contrindose enm mayor cantidad la vitaminz A y vitaminas del compisjo B2 Ri
boflavina (1&b3il1 al calor), tiamina ¥ mizcina. La proporcidn de witaminas
pueden tener variacidn natural de acusrds a la alirentacién y a 1z €poca —

del ano.

Composicidn de la grasa de Ia leche.—

La prasz es el comnstituyente mi3s Importante de la leche, de acuerdo a
aspectos econdmicos, nutritivos, de sabor y a las caracteristicas fisicas
que le impartem. La grasa de la leche se encuentra dispersa en forma de -
gldbulos con vn diametro promedio de 3 micras, rodeados por una pelicula -
protectora o membrana, comstifuida por una asociacidm de tres tipes de sus
tancias: triglicéridos de alto punto Je fusibn, fosfelipidos y pr3tidos.-—
Estas dos {iltimas sustancias estd@n ligadas entre sI y se encuentran en -—

equilibrio con el plasma gue los contiens. (35)

En general las razas bovinas que producen leche rica en grasa dan una
proporcidon elevada de glSbulos grasos €e gran tamafic, y a la inversa, aque
lias que producen una leche pobre en grasa, dan sobre todo, gldbulos pegque
fios. El difmetro medic de los globulcs tiende a disminuir a medida que -
avanza el ciclo de lactacifn y en el cursa del ordefic las primeras porcio-

nes contienen gidbulos mis pequefios que las Gltimas.

Los globulos grasos estin establlizados por una capa, conteniendo en—

tre otros componentes, proteinas v fosfolipidos. Algunos autores fam des—



crito a los fosfolipidos como una fuerzaz estabilizante primaria que previe
ne el crecimiento exhaustivo de los gldbulos de grasz. (35) De zacuerdo a
este concepto, las moleculas de triglecé&ridos secretadas por la glindula -
mamaria, que son insolubles en la fase acuosa, se combiman con mol&culas —
similares previa o simultineamente formadas y de estz manera estructuranun
globulo graso. Al mismo tiempo, los fosfolIpidos presentes en el fluido o
simultdneamente secretados, son depositados en forma zleatoria durante el
crecimiento de los globules. Las mol&eulas de fosfolipidos con sus grupos
polares y no polares, se orientan haciz la superficie de los gldobulos gra-

s0s con sus grupos polares hacia la fase acuosa.

Como resultado de esta deposicidn aleatoria, la superficie del gldbu-
lo graso es completamente cubierta con fosfolipidos, Esta es sellada contra
la continua deposicidn de mol&culas de triglic@ridos v asi detiene su cre-
cimento. Las proteinas de Ia capa superficial son después adicionadas de

una forma compleja com los grupos polares de los fosfolipidos.

Sommer (33) ha concluide que el contenido de fosfolfpidos de la leche
es por lo tante suficiente para formar una monocapa en toda la superficie

del gldébulo ¥ de esta manera detener su crecimiento.

En la materia grasa de 1a leche se encuentran tres tipos de sustancias

triglicéridos, fosfolipidos vy sustancias insaponificables.

16



CUADRO No. 3

Composicidn de los Lipidos de la Grasa de Leche

Lipido Peso (5}
Triglicérido 97-98
Diglicérido 0.28-0.59
Monoglicéride 0.016-0.038
Acidos grasos libres 0.10-0.44
Esteroles libres 0.22-0.41
Fosfolipidos 0.1 -1
Esteres de esteroles trazas
Hidrocarburos trazas

Fuente: Janse, R.G.3; J. Am. @il Chemist Socc.; 50:136 (i973)

Los triglec&ridos son &steres del glicerol y de Acidos grasos alifidti
cos. Presentan la siguiente estructura:

CH2 -8 - CO —-Rl

?H - g~ CO ~ RZ

CHZ -0~ C0 ~ R3

17



Los radicales dcidos R pueden ser de unz sola clase ¥ son llamados -
triglicéridos simples. Si contienen dos o mis icidos grasos diferemtes -~
forman los triglicé&ridos mixtos. Cuando comtienen dos Zcidos grasos dife-
rentes A y B, pueden existir en seis formas isOmeras diferentes, BBA, AAB,
ABA, ABB, BAA, BAB, cuatro de los cuales {4AB, BAA, ABB, BBA) son esteroi-

sdmeros. {(22)

Los dcidos grasos presentes son saturados e insaturados presentando -

estos {ltimos cuatro dobles enlaces.

Los #Acidos grasos saturados tienen un nf{imero par de Atomos de carbono
y el punto de partida de su sintesis es el ZAcildo acétice {Cz). Los dcidos
de niimero impar de Atomos de carbono tienen probablemente su origen en el
Zcido propiénico (03). Antes se admitia que estos dcides grasos eran pro-
ducto de la degradacidn de Zcidos superiores, pero actuaimente se conside—
ran como productos metabdlicos intermediarics que permanecen bajo forma de

ésteres., (1)

Los dcidos grasos insaturados se encuentran en gran variedad en la le
che y presentan 1 a 6 dobles enlaces, pero tan sblo el dcido ol&ico {mono
insaturado de 818), constituye el 75% de los &Acidos de esta categoria., La
proporcidn de dcidos insaturados varia con la alimentacifn. Los lIpidos -
de origen vegetal constituyen la fuente de los &cidos com 18 carbonos o me

nos. Los #cidos grasos de 1z hierba, son generaimente de cadenas largas y

18



eontienen uma proporeidn alta de dcddos grasos insaturados. (35) Esta gra
sa estd formada aproximadamente por un 60% de dcido linsi€ico (triemo) que
en gran parte se hidrogena en el rumen en dieno y moncene, produciendo -—-
principalmente 3cido ol&ico, que tiene forma "cis" y dcide vaccénico, &ste
en menor proporcidn, que es un derivado "tranms", el cusl presenta propieda
des muy diferentes, es s6lido, mientras que los derivados "cis" son 1iqui-

dos.

Los &steres que forman parte de los triglic@ridos, pueden ser repre——

sentados por la siguiente reaccidn:

CHZ -0-C0 - Rl GH2 - CH
CH —-0-C0 -~ R2 + 3 H20 —~—=-—— CH - OH + 3-R - COOH
CHZ -0-C0 - R3 CH2 - OH

Al llevarse a cabo la hidrdlisis de los ésteres, &stos liberan al 3dci
do correspondiente. La hidr6lisis puede llevarse a cabo, ya sea por la -
accidn de lipasas provocando el anranciamiento o por la aecidn de 3dlcalis

ocurriendo la reaccidn de saponificacidn.

La leche también contiene fosfolipidos (lecitinas) que son grasas fos
foradas y animadas pertenecientes a un grupo bioldgico irportante que se -
encuentra especialmente en las c¢8lulas nerviosas. En su estructura uno de
los radicales del glicerol, esta esterificadeo con el Zcidsc fosforico, el -

cual a su vez, estd ligado & unz base orgdnica nitrogenada. En la lechese
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encuentran tres sustancias de este tipo, con 1z siguiente proporcidnmedia:

lecitina 30%, cefalina 45% vy esfingomielina 25Z.

Métodos Empleados para Determinar Grasa en Leche.—

En la literatura se encuentran reportados dos proncipios fundamentales
en los cuales est@n basados los métodos para determinar grasa en leche. Es
tos som: cantidad de materia grasa separada y propiedades de los gldbulos

grasos o de los triglicéridos.

De los métodos encontrados se mencionan a continuacion los que se con
sideran los mis representativos:
1.~ Cantidad de grasa separada:
-~ Volumétricos
a) Gerber
b) Babcock
c) Método DPS
d) Método TeSa
~ Ponderales
a) Roese Gottlieb
2.~ Propledades de Globulos grasos y de los Triglic@ridos:
— Electrdnicos o instrumentales
a) Milko Tester (tubidimetria)
5y 1IRMA (absorcidn de radiaciones)

¢) Darison {ondas ultrasonoras)
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Antes de deszribir cada uno de los métodos mencionados, es importante
indicar que como primer paso se lleve a cabo un tratamiento t&rmico para -

homogenizar la muestra.

En el AOAC (3} se reporta la siguiente t&cmica: se mantiene la mues-
tra a 20°C, se mezcla pasando de un recipiente a otro repetidacente hasta
que se homogenizz perfectamente 1z muestra, nidiendo o pesando inmediata——
mente. Si se ve Zormacidn de crema, se calientz la muestra em bafio de ——
agua a 38°C aproxiradamente y se continla mezciando hasta homogenizarla ——
usando un gendar—e si es necesario para reincorporar cualquier residuo de
crema adheride gl recipiente. OCuando la grasa se encuentra dispersa, se -
calienta o se enfria la muestra a 20°C antes de transferir la porcidn de -

muestra.

Cuando se trabaja con el mEtodo de Babeock, la leche fresca ¢ tratada
se calienta a 38%C aproximadamente, se mezcla hasta homogenizarla e inme——

diaramente se pipetean las porciones.

etcdos Volum&iricos.~

Los mé€todes volumétricos consisten en medir el volumen <e la fase gra
sa separada de Ia acuosa, por centrifugacifn, utilizando aparatos gradua—

dos llamados butirbmetroes.
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Estz prueba fuf ideada por el Dr. Gerber entre 1892 y 1895. Esta -
prueba esti reconocida por la APHA para productos tales como leche bronca,

leche pasteurizada, homogenizada y compuesta (con preservativos).

En esta prueba se utilizan dos reactivos: el Fcido sulfiirico y el -~

alcohol isoamilico, teniendo como fundamento los siguientes puntos?

~ Al rezclar el dcido sulfrico em 1a proporcifu correcta con la leche, -

se hidroliza la proteina permitiendo que la grasa se separe.

~ Al zplicar la fuerza centrifuga, 1a grasa es forzada a acumularse en el
cuello del butirdmetro, debido a la diferencia en gravedad especificaentre

la grasa (g.e.=0.93) v la solucidn Fcida (g.e.=1.543). (29)

Er esta prueba se usan butirémetros Gerber cuya graduacidn puede ir -
de 0 a 90X de acuerdo al producto que se trate: leche 0 - 8%, lechedescre
mada B — 0,.5%, helados 0 ~ 25%, crema 0 -~ 50%, mantequilla 0 - 90%Z. Tam--

bién se utiliza una pipeta volum&trica de 11 ml. para tomar la muestra.

El Feido sulfiirico debe tener una densidad & 1.82 a 1.83. Este dci~
do es un reactivo muy usado en este tipo de pruebas por las ventajas que -
presenta, disuelve r3pidamente los sBlidos no grasos, como la caseina, dis
minuye la viscosidad de la leche liberando de esta forma la grasa, genera

una tecperatura ftal gque permite gue 1z grasa se conserve en estado liquido

FS
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para tener una separacidn adecuada de fases, no produce gases, no es vold-
til y es fdcil de conmseguir. Asi mismo presenta una desventaja que su al—
ta peligrosidad por lo que se debe tener precaucidn al trabajar con 81 —

(mantener la cara alejada y trabajar en un lugar apartade). (4)

El alcohol ispamilico tiene como funci@n el disminmuir la tensidn in—
terfacial de la grasa, favorece la ruptura de la emulsidn, la separacidén ~
de la pgrasa y previene la sulfonacitn y carbonizacifn de 1z misma. Este -
regctivo no afecta los resultades ya que reacciona con el &cido sulfiirice

formando un Ester que es completamente soluble en el Zecido.

Técnica.~ Se toman 10 ml. de dcido sulffirico y se colocan en el butiréme-—
tro, Se adicionan 11 ml. de la muestra problema, escurriendo perfectamen-
te la pipeta durante 20 seg. y soplando la Gltima gota, (4) dejéndola -
resbalar por las paredes del butirfmetro para que se forme una ﬁapa sobre

el dcido, teniendo cuidado de no mezclar. Se adicioma I ml., de alecohol =~
isoamilico tapando enseguida los butirdmetros con los tapomes correspondi-
entes. Se agita vigorosamente hasta temer una mezcla homogénea, se centri
fuga durante 5 min. a 1,100 rpm. Pasado este tiempo se colocan los butird
metros en un bafio de agua a 60°C, se lee la cantidad de grasa. Esta lectn
ra se hace empujando el tap@n con la clavija hasta que el extremo inferior
de la columna de grasa coincida con una graduacidn, Esta lectura nog d3 -

directamente el porciento de grasa.

Algunos autores {18) vreportan que para leche pasterizads y homogeni-
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zada vy para leche esterilizada y homogenizads, se han encountrado resultades
reproducibles en 1z pureba de Gerber, llevande a cabo de dos a tres centri-
fugaciones a 1100 + 100 rpm durante 5 min. calentando 5 minutos a 65°C en—

tre cada centrifugacidn.

Método de Babecok.-

El método de Babeok fug creado en 1890 y tiene el mismo principio que
ia prueba de Gerber, es decir, al mezclar el dcido sulfiirico y 1a leche el
dcido disuelve los sblidos no grasos y permite que la grasa suba. El calor
generado por la reaccidn licua la grasa y facilita aln mis la separacitn. —
El dcido también incrementa la diferencia entre el peso de la grasa y la —

solucifn, lo que hace que la fuerza centrifuga actiie con mi3s facilidad.

Para esta prueba se utilizan butirdmetros y vna centrifuga especiales,
Tambi&n incluye una pipeta de 17.6 ml. (que equivalen a 18 g, gue se nece~

sitan para la prueba) y otra pipeta de 17.5 ml. para el dcido sulfiirico.

El dcido sulfiirico es el Gnico reactivo que se emplea y debe tener -~

una densidad de 1.82 a 1,83. siendo preferible 1,825 a 20°C. (&)

Técnica.= La téecnica gue sigue este mBtodo es muy similar a la del Gerber
s8lo que &sta prueba se centrifuga dog veces y despus de cada centrifuga-
cidn se adiciona agua a 60°C para aumentar el volilmen con el finm de leer -

la columna de grasa (hasta que alcance la mixima graduacidn).
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La lectura se hace cuando la columna de grasga esti sstabilizada {(des—
puBs de 5 min. en un bafo a 75°C) usando un comp3s o calibrador colocando
un extremo en el punto donde empieza la columna y el otro en la parte alta
del menisco, dzndo esta medida el porciento de grasa. (4} Ia columna de
grasa al tiempo de ser leida deberd ser transliicida, de color amarille oro

o &mbar y libre de cualquier particula suspendida. (3)

Método de Complejometria Indirecta.-

Este métode se encontrd reportado en la bibliografia (12) para pro-
ductos tales como semilla de girasol, chocolate, aceitunas, orujo y para -

derivados licteps como mantequilla y crema.

Este método es una aplicacidn de la complejometria y uno de los com--
puestos mds empleados en este tipo de titulaciones es el &cido etilen dia-
mino tetraacético, que tiene ligas covalentes para unirse a un idn metdli-

co y es por lo tanto quelatante hexadentado,

En la prictica analitica no se emplea directamente el Acido debido a
su baja solubilidad, comunmente se usa la sal disBdica con dos moléculas ~

de agua de cristalizacidn.

Un indicador usado en este tipe de titulaciones es el eriocromo negro
T que es un Hcide tribidsico. La estabilidad de los complejos de este indi

- 2+ 2+ .
cador con los fomes Mg~ y Zn~ permite que durante la titulacidn com solu
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citn de EDTA el complejo formade £ormadn se encuentre impartiendo color a
ia solucidn hasta que el punto de equivalencia se aproxima, siendo entouces
cuando el color cambia por bajar la concentracifn del complejo, hasta su -
desaparicidn total quedando en su lugar el indicar s8lo con su propia.colg

racidon roja. (24}

El mEtodo se fundamenta en que log glicéridos que constituyen la gra-
sa se hidrolizan en wedio hidroalcohdlico con hidrSxido de potasio, siguien

do la reaccifn:

CH, - 0 - CO - R, CE, - OH
CH -0-0C0-R, + 30H —~—————— C§ —-0H + 3R - COO
CH, - 0 - CO - Ry CE, — OH

Los aniones de los dcidos grasos (R - €00 ) en medio regulado (PH=10)
precipitan con un exceso de disolucidn titulada de Mg II de acuerdo con la

siguiente reaccidn:

2+

2 R - C00 +Mg~ ——————— (R - CO0 ), Mg

El precipitado anterior separado por filtracién permite wvalorar en el

filtrado el exceso de Mg II con solucidn de EDTA de igual molaridad:
Mg~ 4 ¥ e Y Mg

en presencia de eriocromo negro T cormo indicader.
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La diferenciz entre el wolimen afiadids de disolucifn de Mg y el gasta
do de EDTA en wzlorar el excess, permitirs deducir la rigueza de grasa del

producto,

Para este zBtodo se utilizen materizl v reactivos cormunes en el labo-
ratorio como serizm pipetas volum@tricas y graduadas, equipo de saponmifica
cifn, bureta, etc., ¥ sustancizs como EDTA, sulfato de magnesio, solucidn

reguladora (pH = 10) vy solucifnm alcohdlica e XOH indicador eriocromo negro

T.

Técnica.~ Se pesan P gramos de cuwestra, (i3} se pasan 2 um matrdz de unos
200 ml con 40 ml de disolucidn zlcohdlica de KOH al 8%7. E1 matrdz se adap
ta a un refrigerante de reflujc v se saporifica durante 20-30 minutos. -
Transcurrido el tiempo se filtra por filtro de pliegues el producto de 1la
hidrdlisis v el f£iltrado se recege en un matrdz aforado de 250 ml, lavando
el matrdz y el residuo de la saponificacidm con 40 ml. de etanol al 407.

Se completa con agua destilada hasta aforar a 300 ml.

De la disolucifn asi preparada se toman 2-3 porciones de 50 ml com pi
peta volumétrica y se depositan ex vasos de precipitados de 230 ml agregan
do a cada uno 6~7 ml de discluciZz reguladorz v con la ayuda de un agita-
dor magnético se dejan caer lemtz—ente en czda matriz 25 ol de disolucidn
0.05 m de sulfatce de wagnesio medidos con pipeta volumétrica. Los presi-
pitados se mantienen en reposo 10-15 minutos para filtras seguidamente por

- -

filtro de pliegues. Sobre £l £iitro se lava con 50 ml., de agua des-
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tilada cada uno. Los liguidos del filtrado se recogen en matraces erlenme
yver de 230 ml, se afadem 7-8 gotas de indicador megro T de ericromo v se —

titulan cen disolucidn de EDTA 0,50 M hasta vire al color azul,

Cédlculos.—~ Estan fundados en el conocimiento del pesc molecular medio de
los dcidos grasos que comstituyen las grasas estudiadas y del cual se ha -

podido deducir el pesc molecular medic de los glicEridos de cada grasa(Pm).

Teniendo en cuenta la estequiometria de las reacciones expuestas en =
el fundamento del m&tods, el factor ¥ calculado, corresponde a la cantidad
de grasa que ha gido precipitada por % nl de disolucidn 0,05 M de Mg II -
segin:

1 ml. deﬁgIIO.OS,Kf-EmexO-@S___F
3 x 102

Y el porcentaje de grasa de la muestra se deducird de la diferemcia -
entre los ml. de disoluciGn de Mg II 0.95 M afladidos y los ml. de EDTA de
igual molaridad gastados de acuerdo con la siguiente expresifnm:

Grasa & = F (n-n'} 500
P

Siendo n el nimero de =i. de Mg II ©.03 M. afiadidos, n' los m}l. de EDTA

consumidos y P los gramos de muestra. (I3}

Pruebas de Detergentes.-
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Un nuevo principio fue introducido hacia 1949 poxr el Dr. Phillip --
Schain para la determinacidn de grasa el cual no requeria de dcido sulfiri
co ni de centrifuga. En lugar del Zcido se adicionan agentes surfactantes

activos y se requiere de un bafo de agua.

El Dr. Schain usd dos soluciones de surfactantes; la primera solucidn
con el propésito de separar la grasa de los otros constituyentes de la le-
che y la otra, para clarificar los gdlidos no grasos, lo cual facilita el

ascenso de la grasa ea el cuello del recipiente de medida.

Las lecturas obtenidas por este m&todo mostraron que los resultadosno
eran reproducibles, por lo que se hicieron modificaciones como la llamada

prueba DPS (Dairy Products Section).

Prueba DPS.-
Los reactivos que se utilizan en esta prueba son dos:

a) Disolver 7 gr. de tetrafosfato de sodio, 2 gr. de Na]fICO3 v 3 gr de -~

i
b
T
o
)
b
{
:ﬂ
3
w
O

Tergitol NPX%, agitar v diluir a 100 ml, con agua destila-

b))  Alcohol metilico.— 50% en volimen.

* Tritdon X-100 y el dispersante Tergitol NPX estén registrados por Rohm &

Haas Co. y Carbide & Carbon Chemicals Co., respectivamente.
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TEcnica.~ Para esta prueba se utilizan el butirdrerro y la pipetz del mé-
todo de Babecock, asi coxzo la centrifuga, calibrador y bafio de agua, La —
muestra se prepara ajustando la temperatura de la leche a 20°C. La deter—

minacidn se contindia como sigue:

Parte A.- Con la pipetza de 17.6 ml transferir la rwestra al butirSmetro.-
Afiadir 5 @l de reactive {a). Agitar y mezclar. Transferir el butirdmetro
a un bano de agua hirviemdo a que se cubra el butirBmetro en el cual debe-
rd permanecer 2 minutos, agitar y regresarlo al bafio por 5 minutos mis, =~
agitar y repetir la operzacidn, sacar sin agitar.

I

Parte B.- Mientras el butirdmetro aiin egti caliente afiadir el alcchol me-
tilico hasta llegar a lo alto de la escala graduada del mismo, permitiendo
al alcohol fluir por el cuello del butirdmetro., Centrifugar por 2 minutos
despu@s transferir a un bafio de agua a 55-60°C por 5 minutos, leer el por—

ciento de grasa. (4)
Prueba TeSa.-

El desarrollo y evaluacidn de un nuevo procedimiento de detergentes —
fue reportado en 1958, proveniente del Laboratory Section of the Milk In—-
dustry Foundation. En esta prueba se usa esencialmente una solucidn alca-

lina suave que contiene agentes dispersantes para su aceidn mec@nica.

Este método estd aprobado por la ADAC y por la Dairy Herd Improvement

Association para su usc en la determinacidn del contenido de grasa en le-—
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che borpez. Sin embargo se considera gue esta prushs &5 eXacta pera 1a ma
yoria de productos licteos tales comc leche bronca, leche pasterizada, ho-
mogenizada o compuesta, leche con chocclate, postres con alto y bajo conte

nido de grasa, helados y crema.

El reactivo TeSa estZ compuesto por un agente sclubilizante de protel
nas, dos agentes dispersantes, un complemento alcalimo y una solucifn amor
tiguadora., Esta mezcla de reactivos es suministradz como un polvo que se

mezcla con agua antes de su uso.

En el método no se requiere el uso de centrifuga. Se usa el equipo -

especial TeSa.

Preparacion del reactivo TeSa.- Para preparar este reactive, se di-
suelve el contenido del paquete en agua y se completza a un yoliimen total -~
de 500 ml para 78 gr de reactivo. EI polvo debe ser anadido lemtamente a
2/3 partes del total de agua requerida para evitar p8&rdidas debidas a la -

formacidn de espuma.

Preparacidn de la muestra.- Agitar la muestra hasta tener umza mezcla
homogénea. Si la muestra es muy espesa, calentar a 30-36°C y mezclar., -

Ajustar la temperatura de las muestras a 20°C y pipetear.,

Técnica.~ Este técnica se aplica a la leche bromez, leche pasterizada, ho
mogenizada y compuesta:

-~ A los 500 ml del reactivo TeSa preparado, adicicnzr 100 ml de etanol.
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Pipetear 17.6 ml de leche dentro del recipiente TeSa.

Afiadir 15 ml del reactivo TeSa~metznol y mezclar.

Poner en el bafio de agua hirviende los recipientes durante 10 min.
Sacar los recipientes y dejar que permanezcan de 5 a 7 minutos a tempe-
ratura ambiente.

Transferir al bafio de agua a temperatura 57-60°C.

Después de 2 © 3 minutos, sacar del bafio y leer el porcentaje de grasa.

]
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Métodos Ponderales.—

En los métodos ponderales se lleva a cabo una extraceidn de la grasa
con disolventes, generalmente &ter. Estas extracciones se pueden realizar
de una manera discontinua por decantacicnes sucesivas tubos (mEtodo de Roe
se Gottlieb v Mojonnier) o de una manerz continua en aparatos especiales -

hasta agotzmiento (aparate Soxhlet).

Despu&s de la evaporacidn del solvente se pesa la grasa por diferen——

cia. (1)

Para las pruebas de extraccidn se usan los siguientes reactivos:

- Agua destilada.- Esta debe ser quimicamente pura; se adiciona con el —
propdsito de aumentar la fase acuosa para distingeirla de 1a fase etérea.

— Hidréxido de amonio.— Con una densidad de 0.8974 a 16°C; se usa para —
disolver la casefna (gue no se encuentra en solucidn verdadera em la le
che) que se encuentrz en forma de particulas gelatinosas.

Tambi&én neutraliza la acidéz del producto y reduce la viscosidad de 1la
mezcla.

— Alcchol.— Con una concentraciton del 95% y una densidad de 0.8164. Es—~
te reacito previene la formacidn de mezclas gelatinosas que pueden ocu—
txir cuzndo el &ter es agitado com la leche,

— Eter etilico.- Se usa con una demsidad de 0.713 a 0.716 a 25°C. Este
reactivo tienme la propiedad de disolver compuestos que no sean solubles

en hidréxido de amomio, como triglicéridos, fosfolipidos, dcidos grasos
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y vitaminas Liposolubles.
- Eter de petrSleo.- Densidad de 0.638 a 0.66 a 25°C. Este compuestoc -
ademds de disolwer materia grasa, tiene iz propiedad de eliminar las tra—

ras de agua que puedan estar presente en iz fase eferea. (4)

M&todo de Roese Gottlieb.-

Este métcdo esti recomoeido por la ACAC como método oficial para la -

leche evaporada.

El método de Roese Gottlieb se fundacenta en I1a extraccidn de la gra—
sa con una mezcla de Bter etilico y &ter de petrdlec, en presencia de amo-

niaco y etanol.
-~ P - » - = & y
Técnica.~ La té&cnica a seguir en esta prueba se menciona a continuvaciodn:

- Ajustar la temperatura de la muestra a2 20°C, pesar 10 g de muestra y -
transferir a un embudo de separacion.

- Adicionar 1.25 ml de hidrSxido de amonic {2 ml si la muestra estd Acida)
mezclar bien.

~ Agregar 10 ml de etanol al 95%. Mezclar bien.

- Adicionar 25 =1 de &ter etilico, tapar y agitar vigorosamente durante —
un minuto, temiendo cuidado de dejar escapar los gases formados por la par
te inferior del embudo colecada hacia arribsa,

—~ Adicionar luege 25 ml de &ter de petrSleo y repetir la agitacidn vigoro
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sa, {iguales condiciones que el punto auterior),

- Dejar en reposo hasta que el lIiguido superior se presente practicamente
clare o centrifugar a 600 rpm {aparato Mojonnier).

- Decantar la solucidn etérea dejZndola caer sobre la caApsula de porcela-
na, previamente tarada.

- Repetir la extraccidn de la fase acuosa remanente por dos veces consecu
tivas, pero utilizando solamente 13 ml de cada solvente orgaaico (&teres)-
¥ decantondo siempre la capa etBrea la cual se deja caer sobre la cdpsula
conteniendo el primer extracto. Si es necesario elevar la linea divisoria
de las capas, agreagar suficiente cantidad de agua destilada zntes de de-
cantar la capa etérea.

— Evaporar los extractos combinades sobre una placa de calentamiento a -
una temperatura que no ocasione proyeccidn de la grasa (30°C aproximadamen
te).

— Desecar luego en una estufa a 100°C hasta pesc constante.

- Enfriar el residuo desecado en un desecador de vidrio hasta que adquie~

ra la temperatura ambiental y pasar r3pidamente.

b

— Reportar este resultado en porcemntaje, previa correccidn en base a una

determinacidn en blanco realizada con todos los reactivos perc sin muestra.

Modificacidn del Métcdo Roese Gottlieb: Métode Mojomnier,-

Este método estd basado en el Roese Gottlieb, pero es mis rdpido por-

que esti integrado por un aparato especial el cual determinag ademis de Ila

(5
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grasa. la humedad (s8lidos totales).

Esta determinacifn requiere los mismos reactivos gue el método de ~

Roese Gottlieb (agua, hidrdxido de amonio, alcohol, &ter etilico y &ter de

petrdleo).

Técnica.— La técnica a seguir para esta prueba es la siguiente (para pro-

ductos como la leche fluida, leche en polvo ¥ suero):

aj

b)

Primera extraccidn,.-~
Mezclar perfectamente la muestra pasando de un recipiente a otro.
Colocar 10 g de muestra en un tubo de extraccidn.
No afladir agua a estas muestras.,
Afiadir 1.5 ml de hidroxido de amonio y mezelar.
Adicionar 10 ml de alcohoi, tapar y agitar por medio minuto,
Adicionar 25 ml de éter etilico, agitaxr vigorosamente por 20 seg.
Adicionar 25 ml de &ter de petrdleo, agitar vigorasamente por 20 seg.
Centrifugar los tubos.

Color el extracto et&reo en la cdpsula especial previameante pesada, e
porar en estufa al vacio a 135°C por 5 min. y despuls enfriar en desaca
dor por 7 min.

Segunda extraceifn.-—

Adicionar 5 ml de alcohol al residuoc en el tubo y agitar 20 seg.
Adicionar 15 ml de éter etilico, tapar y mezclar por 20 seg.

Adicionar 15 ml de &ter de petrdleo, tapar vy mezclar 20 seg.
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~ GCentrifugar.

~ Celocar la solucidn etéreaz en la misma clpsula usada en la primera ex-—
traccidn.

— Ewaporar el Eter en la placa eldctrica a Completar la evaporacifn
por estufa al vacio a 135°C por 5 min.

- Enfriar por 7 min. en desecadorz.

~ Pesar rdpidamente, anotar resultados y calecular el porcieanto de grasa.—

(4}

Esta pureba también es Gtil para evaluar el contenido de grasa en BPXO
ductos como helados, leche evaporada, leche condensada azucarada, leche en

tera emr polvo, mantequilla, quese y queso cottage.

Para leche evaporada se calienta la muestra a 21°C o arriba de 38°C -
si es necesario, para cbtener upa mezela homogénea. Se mezcla y se pesa —
cerca de 5 gr de muestra en un recipiente, se adicionan 4 ml de agua desti -

ladz y se continiia con la técnica antes mencionada. (4)

Entre las ventajas de este mBtodo estdn las siguientes: los reacti -
vos se mantienen en recipientes especiales de facil manipulacidn donde pue
den medirse rdpidamente; la separacidn del extracto etéreo se facilita me-
diante el empleo de tubos de extraccidn especiales que pueden centrifugar—
se en €l mismo aparato; la evaporacidn del solvente se realiza en estufa -
al wacio termostidticamente controlada; ladesecacidn del residuoc se hace so

bre placas de calentamiento y en desecadores com temperaturas controladss
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v finalmente la pesada puede hacerse en una balanza analitica anexa. Todas
estas facilidades juntas contribuyen a desarrollar el anZlisis con mayor —

rapidéz y seguridad. (4)

METODQS INSTRUMENTALES,-

A {ltimas fechas la industria de productos ldctecs se ha topado con -
problemas como seria el tiempo empleado en cada determinacidn o el perso-
nal con que se dispone para cada Area. A partir de Este, se han desarro-~

1lado modernos aparatos para la cupantificacidn de la materia grasa.

- Los métodos instrumentales estdn basados en las propiedades que presen—
tan los glObulos grasos o triglic&ridos de dispersar la energfa luminosa.-~
Estos métodos presentan la siguiente clasificacidn de acuerdo a su prinei-~
pio:

1.- Turbidéz

2.- Absoreidn de radiaciones

3.~ Ondas ultrasonoras

4.- Espectrofotométricos

l.— Turbidemetria.- Este métcdo se fundamenta en el pasc de luz a través
de una capa de leche, provocande una pérdida de energfa causada por la tur
bidéz. Esta dispersidn de luz depende de dos factores primcipalmente: coz

tenido de grasa y tamafio de glfbulo graso.
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Un procedimiento nefelom&trice para determinar el contenido de protei
na ¥ grasa en leche fue desarrollado por Beitz. (7) La preteina es agre-—
g=da en una suspension coloidal por la adicidn de un agente anhidro que ——
consiste en 15.77 de anhidrido acEtico. 83.75% de dcido acé&tico glacial y
0.5% de dcido p-toluen sulfdnico. La proteina entonces se disuelve y 1la
grasa forma uma emulsidn por la zdicidn de una solucidn acuosa de un sur—-

fagtante, el IGEPAL DM 970.

Las proteinas son disueltas y como consecuencia se forma una emulsidn
con la grasa, la cual es inestable después de la adicidn de agua. Soluéig
nes acuosas de diferentes surfactantes y detergentes fueron probados para
mautener la estabilidad de la emulsidn: urea—imidazol por Nakai (21) sales
cuaternarias de amomio (7), goma ardbiga, tritdn X-20 y tritén X-100. ILa
solucidn acuosa de Igepal DM~960 al 5% estabilizf la emulsidn adecuadamen—
te ¥ mantuvo el nivel constante de la turbidéz por 30.minutcs. A partir -
de entonces el IGEPAL DM-100Q fue adoptado como €l reactivo de grasa de es—

te estudio. (7)

La correlacidn del método nefelométrico con el Babcock para la deter—

miznacidn de grasa es de 0.985. (7)

Qtro método basado en el misno principic es el propuesto para el uss
del aparato Milko Tester que fue desarrollade por la Foss Electric Company
de Dinamarca y fue exhibido en 1363 en un congreso internacional de licte-

COSa
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EL contenido de grasa se determimz en el Milko Tester por =@ paso de
un rayo de luz a través de una muestra de leche, estudiando la twrbidéz de

la muestra.

El Milko Tester hecmogeniza la leche y despué&s la clarifica com una so

lucidn de versenato (EDTA). La turbid@z es medidz an una celdz.

Una celda fotoel&ctrica registra la cantidad de luz que pasz a través
de la muestra, dejando pasar mis luz una muestra con menor cantidad de gra
sa que una con alto contenido grasc. De esta manera el Milko Tester reali

za un cdmputo del contenido de grasa de la muestra.

El modelo MK IT puede analizar 80 —uestras por hora y el maodelo MRILX
puede analizar 120 muestras por hora. Este {iltimo usa solamente 1.6 ml de

muestra por determinacidn. (4)

Otros estudios realizados con el Milko Tester han demostrado que tam

bién revela la eficiencia de la homogenizacidn. (2)
Tgcnics.~ Los pasos a seguir son los sigulentes:

Medir 1.5 ml de leche homogenizada

- Medir 25 ml de EDTA
~ Transferir a una celda
- Leer la absorbancia o porciento de traasmitanciz (0.6)

- Hacer una curva estandar: absorbancia vs porciento de grasa.
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2.~ Abosrcidn de radisciones.~ ElL aparato representativo de este mStodo
es el IRMA (Infra Red Milk Amalyzer). EI1 desarrolle inicial del mBtedo in
frarrojo para el andlisis de leche se debid a J.D.S. Goulden quien demostrd
en 1961 que puede ser usado para estimar porcentajes de grasa, proteinas,~

sblidos totales y lactosa en leche. (3)

Por este m&todo pueden analizar muestras de leche bronca, leche paste

rizada y homogenizada.

El anilisis de leche por infrarrojo, estZ basado en la absorcidn de -
energia infrarroja por grupos funcionales a longitudes de onde especifica
grupos carbonilo en el enlace &ster de las moléculas de grasa (5.723}&), por
enlaces peptidicos entre aminodcidos de molZculas de proteina (6.&65},\) v -

por grupos hidroxilo en mol8culas de lactosa (9.61}&). &)

El aparato IRMA consiste de muestreador automidtice, agitador, bozba -
para elevar o sacar la muestra, doble rayoc de luz infrarroja, filtro, espec
trofotdémetro, control de temperatura para la muestra, celdas, cambic auto-

mético de longitud de ondz, amplificador, voltimetro digital y registrador.
Preparacidn de la soluciém estandar.— (evaluacidn de grasa)

a) Disolwer 16 gr de 4-butirolactona em agua y diluir a un litre.
b) Disclwver 9.62 g de butirclactona en zgua ¥ diluir = un litro.
Ambas soluciones se deben disolver a 20°C. Se recomiendaz refrigerar las -

soluciones cuando no se usan.
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Técwica.= El veolimen de muestra necesario es de 13 a 15 ml. Calentar 5 -
minutos a 40 + 2°C, mezclar y determinar la lectura del instrumento a la -
longitud de onda para grasa (5.72}1-) para agua (5.69}9 y para la solucién -

estandar (O.&3}L ).

El instrumento se opera de acuerdo a las instrucciones del manual de

manufactura. (3)

Lo interesante en el uso del método infrarrojo para andlisis de leche
es que es mdAs ridpido y menos caro que otros métodos que se han empezado a
usar. Con el uso del IRMA, dos técnicos pueden preparar las muestras y ha
cer el analisis para grasa, poteina y lactosa a la rapid@z de una muestra

por minuto.

También se han desarrollado investigaciones para determinar si es po-
sible y prdctico el uso del instrumentc para el analisis de otros produc—

tos ldcteos fluidos tales como leches concentradas, helados, crema, etc.

8)

3.~ Ondas Ultrasonoras.~ La velocidad de propagacidn de las ondas ultfra-
sonoras en un liquido depende de la concentracidn de sustancias disueltas

¥ en suspensidn, asi como de 1la temperatura. En el caso de la leche la ma
teria grasa en estado globular hace disminuir esa velocidad y los componen
tes del extracto seco desengrasade lo aumentan., Estos efectos opuestos -

varian con Iz temperatura v pueden diferenciarse midiende la velocidad a -
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dos temperaturas diferentes.

Sobre este primcipio se ha concebido um nuevo aparato para la determi
nacidn rdpida de la materia grasa y del extracto seco desengrasado: el Da
rison M-103. Comprende dos celdas sumergidas a 41 y 65°C. 8Si la muestra
se precalienta, el tiempo de medicidn es de 90 segundos. La presicidn es
excelente; la homogenizacifdn previa no es necesaria, por el contrario las

leches homogenizadas exigen un tratamiento o ajuste especial. (1)

El Darison consiste de unz celda ultrastGnica para la muestra, un con-
trol de temperatura, componentes electrfnicos para producir y recibir los

pulsos del ultrasonido y un apuntador de la frecuencia electrdnica. (&)

4.~ Espectrofotom@tricos,—~ Estos mBtodos permiten medir la absorcidn -
en tanto por cientc de transmisidn o en densidad Sptica basado en la ley -
de Lambert y Beer: 1la densidad Gptica es proporcional al espesor atravesa

do ¥ a la concentracidn de la sustancia considerada en la solucidn. (6)
Los espectrofotdometros consisten de cuatro partés fundamentales:
a) Fuente luminosa; b) Momosromador; c) Celdas; d) Detector

La fuente luminosa suministra un espectro gue cubre el intervilo re—
querido, pasando su luz a través de una rendija al monocromador. De aqui
se dirige un espejo cdncavo para cobtener un haz luminoso paralelo, que pa—

sa despufs a un prisma ¢ red de difraceifn dispersindose la luz en un es——
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pectrs, El haz disperso se dirige hacia otro espejo cdncavo que focaliza
el espectro en una rendija de salida, permitiendo por lo tamto, solo el pa
so de una banda muy estrecha, obteniéndose de esta manera luz monocromiti-—

Ca. =

Finalmente el detector debe ser un instrumento que mida la intensidad
de la luz transmitida por la muestra, y consiste normalmente de un disposi
tivo que convierta la energia luminosa en una sefial eléctrica que puede am

plificarse,

En los espectrofotdmetros de un solo haz, se tiene un moncocromador de

prisma de cuarzo y su alcance es la regidn visible y la ultrawvioleta.

Estos aparatos de un s5lo haz se adaptan especialmente a los andlisis

cuantitativos de sustancias idnicas y de mezclas simples.

En los espectrofotdmetros de doble haz, la Iuz monocromadz se desdo——
bla en dos haces de igual intemsidad, uno pasa por el blanco y el otro por
la solucidn muestra. La luz transmitida por cada celda es captada en foto
c8ldas separadas dando lugar a una corriente eléctrica proporciomal a la -
energia luminosa. La diferencia entre las dos respuestas (corriente de -
desequilibrio) alimemta un servomotor que opera un atenuador situado en el
haz del blanco, De esta manera los haces se mantienen en equilibrio y el
movimiento del atenuador puede hacerse proporcional a la transmitaneiz o a

ia densidad Sptica. (33)
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Un método espectrofotométrico para la determinacidn de proteina y gra
sa en leche, fué propuesta por Nakai. (32) UsB Zecido acético para disol-
ver y disociar proteina y grasa obteniendo una solucidn completamente_cla—
ra. Despuds se lee absorbancia a 280 m.; una solucidn de urea—-imidazol -
fué anadida para desarrollar turbidéz, medida a 400 m. La turbidéz resul-

tante se relaciona con el contenide de grasa y el tamafio del globulo graso.

Reactivos.— (a) Acido acBtico diluido al 977 en volimen; (b} solucidn de

urea-imidazol (20% de urea y 0.02% de imidazol disueltos en agua).

Técnica.— Afiadir 5 ml. de Acido ac&tico al 97% a 0.05 ml. de leche en un~
tubo de prueba y mezelar perfectamente. Medir la absorbacia a 280 con~
tra un blanco en espectrofotdmetro. Afiadir en el mismo tubo 2.5 ml. de so
lucidn urea-imidazol, mezclar bien y dejar reposar 30 minutos; medir la -~

absorbancia a 400 - (22)

ELl dcido ac@tico se adiciona con el propSsito de obtener una sclucidn
clara, pues disuelve la proteina, La solucidn de urea~imidazol tiene un -
doble propbsito. Desarrolla 1la turbid€z em la mezcla y proporciona estabi
lidad a esta turbid&z, actuando coro surfactante, al igual que soluciones
acuosas conteniendo sales cuaternarias de amonia, goma ardbiga, IGEPAL DM-

960.

Comas vegetales, surfactantes quimicos y etamol fueron efectivos para

estabilizar la grasa, aunque no estabilizarom 1o suficiente para un andli
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sis cuantitativo. En uma solucidn de urea conteniendo imidasol, iz turbi-
déz fue estzbilizada de 30 2z 120 minutos medida en una celda redonda con -

un Espectronic 20.

Las mismas muestras usadas en este estudio fueron analizadas por el -
método de Babcock. La correlacidn con el método turbidimétrico fue alta.-
Se hizo uema curva de grasa con los resultados. La calibracidn con la cux-
va de grasa no fue linez2l y para comstruirla se usaron diferentes dilucio-

nes. (22)
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CUABRO No. &

Propiedades que miden los Métodos

Pruehas

Extraccidz ter
Roese-Gaottlieb
Mojonnier

Métodos de ac.-
sulfiirico. Ej.:
Gerber ¥ Babcecock

Métodos deter—
gentes., Ej.3}
DPS y TeBa

Milko Tester

IRMA

Propiedades
medidas

Cormponentes solu—
bles en éter e in
solubles enalcal¥®

diluido

Componentes lige-

ros e insolubles
en dc. sulfirico
fuerte.

Componentes lige—

ros e insglubles

en la solucidn de

detergente

Transmision de
Iuz a través de
ia suspensidn de
glébulos grasos
{depende del No.
de globulos)

Absorcidn infra
rroja (depende
del No. de molé
culas de grasa

Componentes
inciuidos

Triglicéridos,
fosfolipidos.
algunos acidos
grasos. Vitami
nas liposoian-
bles colesterol

Grasa verdadero
algunos Zcidas
grasos y vita-—
minas

Grasa verdadera
algunos Acidos
grasos, vitami-
nas y fosfolipi
dos.

Todos los compo
nentes que exis
ten como glébu-
lo dinsoluble -
en EDTA.

Grasa verdadera
fosfolipidos

Factores
criticos

Técnica de pesa-
da.

Concentrac. y
cantidad de
dcido, tempe-
ratura, fuerza
centrifuga Al-
cohol isocamilieco
en Gerber

Contrel de temp.
particularmente
durante laz di-
gestidn, mezcla
de reactivos -~
con leche,

Tamafic del Glo-
bulo, calibra-

cidn del instru
mento.

Calibracidn del
instrumento, ta
mafio del glSbu-—
lo grasc.

Cortesiz de W.F. Shipe (4)
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CUADRO No. 5

Ventajas y Desventajas en las Pruebas para Evaluar Grasa

Extraccibn con &ter

Ventaias

Desventajas

Bahcock

Ventajas

Desventajas

Gerber

TeSa

Ventajas

Desventajas

Miiko Tester

Ventajas

1.~ Gran precisidn (para analistas calificados)
2.~ InclusiBn de todos los constituyentes grasos
3.- Puede ser usado para muestras homogenizadas

1.~ Tedicose {mis error}
2.~ Se lisva bastaate tiempo
3.~ Dificulitad de trabajar con Eter

1.~ Muy r3pido
2.~ Aceptable exactitud y precisidn
3.~ Reactives baratos y material de vidrio comin

1.- Peligroso el trabajsr con H,SO
2.~ Requiere una centrifuga especial
3.~ No es satisfactorio para muestras homogenizadas

Presenta las mismas ventajas y desventajas que el Bab-
cock excepto que se puede utilizar para leche homogeni
zada.

1.~ Rapido
2.~ No se usa el &cido sulfidrico
3.~ Se elimina el uso de 1z centrifuga

1.~ Reactives y material de vidrio mZs caro que Bab-
cock

2.~ Requiere un cuidadoss control en la temperatura
del bafo de agua.

1.— Muy rapido

Z.~ Manejo simple

3.— Se reguiere minimo zprendizaje para realizar la —
prueba.



1.- Relativamente caroc

Desventajas 2.~ No tiene una calibracidn estindar adecuada
3.~ No puede ser usado para productos homogenizados o

que hayan recibido alto tratamiento té&rmico.

IRMA
1.~ Muy riapido
Ventajas 2.~ Relativamente simple de operar
3.~ Puede determinar tambifn proteimas y lactosz
4.~ Puede usarse para leche homogenizada
Desventajas .~ Muy ecaro

1
2.~ Requiere cuidadosa calibracién

Cortesia de W.F. Shipe (&)

50



Conceptos Estadisticos.-

En los estudios experimentales sucede a menudo que se busea tener -~
una expresion matemftica que permita usar el valor de uma variable para ob
tener el de otra. Por ejemplo, el relacionar las lecturas obtenidas en -
densidad Optica con valores de la misma muestra analizados por otrométodo.
Otro punto importante consiste en determinar si existe una relacidn entre
ciertas variables y de ser asi, obtener una medida numérica de la cercania
de la asociacidn entre las variables. Por ejemplo, establecer &sta medida

numérica para predecir que tanto se corresponden un m&todc con otro.

Existen dos técnicas de andlisis estadistico de uso frecuente, con -—
los que se puede obtener una ecuacidn de prediccidn partiendo de datos ob-
servados y describir el prccedimiento para medir el grabado de asociacidn
entre dos variables observadas: el andlisis de regresifn v el andlisis de

correlacidn, respectivamente,

Los datos para los an@lisis de regresidn y correlacidn, consisten en

pares que se seleccionan de la pcblacidn de interés.

Coeficiente de Correlacion.-

Con frecuencia el an3lisis estadistico debe aplicarse para determinar
la fuerza de la relacidn entre las variables que se estdn estudiando. La

medida del grado de asociacidn de dos variables, X v ¥, que se smplea mis



a menudo, estd dadza por el coeficiente de correlacidn que se representa -~

por la letra "r", su f6rmula es la siguiente:

r = :Ez d
\E2 = 2

Llos valores de r quedan dentro del intervdlo -1 € r = +1. Cuando
se tiene un valor grande r (ya sea positivo o nmegativo) indica una fuerte
relacifn entre X y ¥. Un valor negativo de r indica que los walores gran—
des de X, estin asociados con valores pequeiios de Y, o bien, que los valo-
res pequenos de X se asocian con valores grandes de Y. Por otro lado, una
r positiva revela que los valores grandes de X se asocian con valores gran
des de Y y que los walores bajos de X se relacionan con valores pequefios —

de ¥.

Ecuacidn de RegresiGo.-

E1l propSsito mis comin del anilisis de regresidn es obtener una ecua-
E

¢ifn que se pueda usar para predecir o calcular el valor de una variable —

correspondiente a un valor dado de otra variables.

Si se parte de una muestra, se obtiene una ecuacidn matemitica que de

fine la relacidn emntre la variable dependiente Y y la variable independien



te X; a continuacidn se verifica una comprobacifin estadistica de ia hips-
tesis gque permita llegar a una decisidn objetiva. DespuBs la scuacidn se
utiliza para predecir wvalores de la variable dependiente, ¥, partiendo de

valores de la variable independiente, X.

Para determinar la ecuacidn de pares de datos seleccionados se recor-
dari que cualquier linea recta tiene la formula general:

Y =a+ bx

en donde b es 1la pendiente de la limea y a es el punto deonde esta inter——
cepta al eje ¥. Para dos puntos cuzlesquiera es muy sencillo determinar -
la ecuwacidn para Ia Iinea que conecta ambos puntos, sin embarge en proble—
mas estadisticos con tres o mds puntos, no es muy ficil encontrar la linea
que pase por todos los pqntos, por lo tanto el planteamiento estadistico -
para encontrar esta linea que es la adecuada, se conoce como el método de

los cnadrados minimos y el trazo se conoce como 1inea de regresidn.

La linea de regresidn de muestra se escribe como sigue:
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VN [a % - - — - ¥ .
Los valores fg oy {J | Se calculan partieundo de una cuestra de ob-

servaciones tomadas de la poblacibn completa de interés.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL.-

Después de llevar a cabo la revisifn biblicgridfica, se seleccionaron
los siguientes métodos que se consideraron cormo representativos de diferen
tes principios:
~ Método de Gerber
- Mé&todo Espectrofotométrico
~ M&todo de Complejometria Indirecta

~ Matodo de Roese Gottlieb#*

*Este método es recomocido como oficial por la AGAC para leche evaporada y

es 21 gue se toma cemo referemciaz en el presemte trabajo.

La principal razdn por la que se eligieron estos métodos es que se -

disponia del material, equipo y reactivos necesarios para llevarlos a cabo.

Por otra parte, con el estudioc de estas t&cnicas se trata de ofrecer
altermativas de uso considerando ventajas y desventajas que presentan cada
uno con respecto a los siguientes factores: exactitud, precisidn. tiempo,

costo, personal y tamaho de la imdustria.

Todas las muestras que se usarcn fueron de Ieche evaporada proteinada
semidescremada de marca Carnation ex latas de 170 g. (reportado en la eti~
queta 4% de Grasa y 24Z de s6lidos no grasos). Se trabajd con leche pro-—
teinada porque era el &nico tipo de leche Carnation existente en el merca-

do durante el desarrocllo de este trabajo.



Estas latas se zdguirisron en diferentes zsonas de la ciudad v se uti-

lizaron aproximadacente 50,

Cada muestra se sometid a un tratamiente t€rmico para homogenizar la
grasa que tiende a depositarse em 1z superficie de la lata. Este tratamien
to es necesario pergue durante su almacenamiento no es invertida la lata -

con la frecuencia requerida.

Durante el desarrollo del trabajo se optd por trabajar con diluciones

ya que se cbservd que de esta manera se cbtenian resultados reproducibles.

Por otra parte también fue necesario trabajar con la leche deluida en
diferentes concentraciocnes, ya que en el método espectrofotométrico era ne
cesario obtener varias lecturas de zbsorbancia para relacionar estos datos

con el porciento de grasa obtenido en el método de Roese Gottlieb,

MATERIAL Y REACTIVOS.—

El material y los reactivos utilizados en las pruebas, son los sigui-

entes:

— Butirémetros Gerber

- Pipetas volumétricas de 11 ml.
-~ Pipetas volumétricas de 0.5 ml.
-~ Embudos de separacilm

- Capsulas de porcelana
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Equipo de saponificacifin

Agitador wmagnético

Parrillas eléctricas

Centrifuga Gerber

Celdas silicas cuadradas de 1 cm, x 1 cm.
Espectrofotdmetro Perkin-Elmer. Hitachi 200
Acido sulfiirico HZSO4
Alcohol iscamilico
EDTA

Cloruro de calcio CaCl2
Carbonato de calcio CaC0,
Acido clorhidrico HC1

Sulfato de magnesio MgSOA
Etanol al 96%

Indicador de eriocromo megrc T
Metanol

Hidroxido de amonio NH AL
Hidroxido de potasio KOH
Acido acética al 977

Urea )

Imidazol

Eter etilico

Eter de petrZles
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En la preparacidn de las muestras se llevd a cabo un tratamiento tér-
mico con el fin de homogenizar perfectamente la leche y evitar que la gra-
sa se separe, El tratamiento t&€mmico aplicado fue el siguiente: ‘se intro
duce la lata en un bafio de agua a2 que se cubra completamente 1la lata, a -
una temperatura de 453°C durante dos horas, agitando cada 15 minutos. Trans

currido este tiempo se deja enfriar la lata a temperatura ambiente.

Preparacidn de Diluciones.- Se pesa la lata de leche cerrada, se tréggfig
re su contenido a un recipiente limpio, escurriendo perfectamente su conte
nideo a un recipiente limpio, escurriendo perfectamente. Una vez escurrida
la lata, se lava con agua tibia destilada con la ayuda de un gendarme, con
el objeto de evitar que se quede residuo adherido a las paredes, Esta --
agua es usada posteriormente para completar el voldmen de la dilucidn. La

cantidad de leche contenida en l1a lata se concce al pesar la lata vacia.
Esta operacidn se repite para cada una de las diluciones.

Las diluciones con las que se trabajd son las siguientes: 1:0.5, 1:1,

1:1.5, 1:2, 1:2.5, 1:3.

Toma de muestra.~ Preparada cada dilucifn se somete a agitacidn magnética
durante 30 minutos. Para tomar la muestra se detiene la agitdcidn, conti-

nuindola después de tomada la muestra.

-
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Método de Reoese Gottlieb.-

La toma de muestra se hace por diferencia en un recipiente a peso -
constante, de la siguiente manera: Se detiene la agitacidn, se toma la =~
muestra con unza pipeta lirpia y se deja eaer en el recipiente previamente

tarado hasta tener la captidad de muestra necesaria.

Pesada iz muestra se transfiere al embudo de separacidn y se pesa nue

vamente el recipiente,

La cantidad de muestra varia de acuerdo a la dilucién que se trate -~

aumentindola preoporcionalmente. Los pesos para cada dilucidn son los si——

guientes:
Diluciones: Peso de Muestra®

No. Leche / Agua {g)

1 1:0.5 7.5

2 1:1 ig

3 1:1.5 12.5

4 1:2 i5

5 1:2.5 17.5

6 1:3 20

*Nota.~ Estas cantidades fueron las fijadas para trabajar pero al Ilevar—
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las = Ia prictica el peso era aproximado a las cantidades mencio-
nadas, tomando en cusnta las cuatro cifras decimales que nos d3

1a balanza analitiea.

La técnica seguida es reportada en el A0AC y se describe en anteceden

tes bibliograficos.

Para llevar a cabo las extracciones se utilizaron exbudos de separa--—
cidn, dejando reposar cada unz por lo menos una hora o hasta que se sepa—

ran perfectamente las dos fases.,

Método de Gerber.-

En la toma de la muestra se usa una pipeta volumétrica de 11 mi. La
muestra se deja resbalar por las paredes del butirdmetro para evitar que -

se mezcle con €l Acido depositado previamente en el butirfmetro.

Se trabajd con las seis diluciones siguientes: 1:0.5, 1:1, 1:1,5,1:2.
1:2.5, 1:3, llevando a cabo la técnica reportada en antecedentes bibliogrd

ficos.

La Gnica modificacidn a esta técnica ccnsistid en efectuar una doble
centrifugacidn calentando en bzafio de agua los butirfmetrss a 60°C duraate
5 minutos entre cada centrifugacitn, con el cbjeto de gue hubiera upa me-

jor separacidn de la fraccidn grasa,
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MEtodo Espectrofotométrica.—

Para tomar la muestra se utiliza unza pipeta volum@trica de 0.5 ml. se
deja escurrir aproximadamente 20 segundos y se lava la pipeta con el Zcido

acético.

Se lleva a cabo la tEcnica reportada en antecedentes bibliogrificos -
con las siguientes modificaciones: Em la técnica origimal se toma unamues
tra de 0,05 ml. cantidad que se incrementd a 0.5 ml. que al tomar una mues
tra tan pequefia sin contar con el material adecuado, el error era ruy gran

de,

También se aumentd en proporecidn la cantidad de 3cido acBtico de 5 a
50 ml. y de solucidn de urez imidazol de 2.5 a 25 ml. ya que si se mamtenia
la cantidad original de reactivos y se aumentaba la cantidad de muestra -

los resultados no eran reproducibles.

Se hicieron pruebas respecto al tiempo leyendo una misma muestra a -
intervalos de 10 minutos durante una hora, observando que la variaciéz era

minima, manteniéndose constante la lectura después de ese tiempo.

Método de Complejometria Indirecta.—

Para llevar a cabo esta técnica se hicieron varias pruebas con i1z le~
che sin diluir y se observd que no se apreciaba el vire en la titulacién -

lo que repercutia en resultados no repreducibles. Por esta razén se deci-
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Ci3 trabajar con leche diluZcz en diferemtes comcentraciones hasta obtener

v zambio perceptible en el wire de la coloracidn.

- =

Para fijar la cantidad &e muestra, ya que en la bibliggrafia no viene
rerortada, se hicieron pruebas variando ila cantidad desde 10 hasta 50 gra-
moS, con el objeto de fijar uma cantidad de muestra tal, gque nos permitie-

r2 tener resultados reproducibles.

Para tomzsr la muestra se pesan 50 gramos por diferencia de la dilucitn
123 que result® la apropiada para la determinacidn, después de las pruebas
a-res descritas. La muestra va pesada se transfiere al matriz redonde y —

s& sigue la té€cmica reportadz en antecedentes bibliogridficos.

-

Una modificacidn hecha a la técnica reportada, consisti® en realizar
I= £3iltracion 21 vacio en sustitucidén del f£iltro de pliegues con el fin de

azelerar la filtraciodn.
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Resultados.—

Pruebas Preliminares

Método de Roese Gottlieb.— Al empezar a trabajar con esta técnica, se hi-
cieron pruebas de ensayo con el fin de dominar la t&cmnica y conocer los -
problemas que podrian presentarse durante el desarrcllo de &sta y poder —

controlarlos.

A continuacidn en Ia tabla nimero I se muestran los resultados obteni
dos en las pruebas preliminares, donde se puede observar que estos van ne-—
jorando a medida que se aumentaba el nimero de muestras y se pracficaba la
técnica, hasta obtener valores muy semejantes entre si lo cual nos indica-

ba que ya se tenia un mejor dominio de la técmica.

A partir de esto, se trabajd en el método para cbtener cinco resulta—
dos de cada una de las diluciones con los cuales se aplicaria el analisis

astadistico.
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Tabla HNo.

MEtodo de Roese Gottlieb

( % de grasa)

Diluciones:

1:1 121.5 1:2 1:2.5 iz3

1:0.5
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MEtodo Espectrofotométrico.—

En las primeras pruebas que se hicieron para este método, se usd una
pipeta graduada de 1 ml. tomando 0.1 ml. de muestra, 10 ml. de dcido acéti
co y 5 ml. de solucifn de urea-imidezol. Se trabajd con las diluciones -
1:1 y 1:1.5 v al observar gque se obtenian resultados reproducibles, no se
siguid probando con el resto de las diluciones con esta cantidad de mues—

Los resultados que se obtuvieron en estas pruebas, se muestran a comn-

tinuacidn:

Dilucidn: Muestras:
1 # 2
(absorbancia)

1:1 0.30 0.50
0.32 0.62
0.55 0.69
0.38 0.55

1:1.5 0.31 0.65
0.24 0.65
0.32 0.72
0.33 0.36

Otras pruebas realizadas fueron con respecto al tiempo para observar
ia variabilidad en la lectura despus de los 30 minutos, tiempo fijado pa—
ra leer en el espectrofotdmetro. Estas lecturas se tomaron por duplicado

cada 10 minutos y se muestran en la tabla NWo. II.
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Tabla No.

1I

Dilucidn Tiempo Lecturas
(min.) (absorbancia)
#1 f#2
1:0.3 0 0.36 0.35
10 0.38 0.37
20 0.38 0.38
30 0.40 0.39
40 0.41 0.41
50 0.42 0.42
60 0.42 0.42
70 cte. cte.
1:1 0 0.28 0.26
10 0.31 0.28
20 0.32 0.29
30 0.33 0.30
40 0.3% 0.31
50 0.35 0.32
60 0.35 0.32
70 cte. cte.
1:1.5 0 0.21 0.22
10 0.22 0.24
20 0.23 0.24
30 0.24 0.25
40 0.25 0.26
50 0.25 0.26
60 cte. cte.
1:2 0 0.15 0.16
10 0.16 0,17
20 0.17 0.17
30 0.17 0.17
40 0.17 0.18
50 cte. 0.18
60 cte.
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cont, Tabla Ne. II

Dilucidn Tiempo Lecturas
{min.) (absorbancia)
#1 #2
1:2.5 0 0.13 0.13
10 0.1 0.15
20 0.:7 0.17
30 0.20 .19
&0 0.20 0.20
50 0.2 0.20
60 cte. cte.
1:3 0 0.11 0.10
10 0.11 0.11
20 0.12 0.11
30 0,12 0.12
40 0.13 0.12
50 0.13 0.12
60 cte. cte.

Cte.: constante

Para el método de Gerber se hicieron pruebas de ensayo con cada una
de las diluciones obteniéndose resultados reproducibles, por lo gque no fué

necesario aumentar el niimero de pruebas.

En el método complejométrico se hiciervon un gran nimero de ruestras
de ensayo, tanto para determimaxr el pesc de la muestra, como para seleccic

nar la dilucidn Optima.

Estos resultados no se reportan porgue no fuerom confiables y son -
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totzimente errfBneocs. Elegidz 1z cantidad de mwestra y la dilucidn, se -

corrieron varias ruestras cuyoes resultados sé ruestran en la tabla No. VIT.

Pruebas Definitivas

En la tabla Wo. IIT se nuestran los datos cobtenidos er los métodos -

Roese Gottlieb y Espectrofotozmétrico,

Tabia No. III

Métpdos: 1:0.5 1:1 1:1.5 iz2 1:2.5 1:3

R. G. 2.71 2,01 1.64 1.34 1.14 1,02
2.71 2.02 1.64 1.34 1.15 1.02
2.80 2.03 1.65 1.34% 1.15 1.02
2.80 2.03 1.66 1.34 1.16 1.03
2.84 2.04 1.66 1.35 1.16 1.03

Esp. 0.34 0.26 8.20 g.15 0.13 0.11
0.34 0.26 0.20 2.15 0.13 0.11
0.35 0.26 0.20 0.135 0.13 0.11
0.35 0.26 ¢.20 0.15 0.14 0.11
0.36 0.26 0.20 0.16 0.14 0.11

R.G.: Roese Gottlieb; Esp.: Espectrofotométrico.

Los valores reportados en el método espectrofstométrico, som de absor
bancia y para obtener el valor real de grasa se ufiliza la ecuacidn de re~

gresifn que se muestra posteriorcente.
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A continuacidn en la tabla pimero IV, se rmuestran los datos con los
que se trabajd para obtener el cceficiente de correlaciSrn ¥ 1a ecuacidn de
regresidn para el mEtodo espectrofotométrico. En la pigina siguiente se -

puestran los datos graficados:

TABLA No. IV
2 2
x vy X v ¥
2.71 0.34% 7.3441 0.1156 0.9214
2,71 0.34 7.3441 0.1156 0.9214
2.80 0.35 7.84 0.1225 0.9800
2,80 0.35 7.84 0.1225 0.9800
2.84 0.36 8.0656 0.1296 1.0224
2.01 0.26 4.0401 0.0676 0.5226
2.02 0.26 4.0804 0.0676 0.5252
2,03 0.26 4,1209 0.0676 0.5278
2.03 0.26 4.1209 0.0676 0.5278
2.04 0.26 4.1616 0.0676 0.5304
1.64 G.20 2.6896 0.04 0.3280
1.64 ¢.20 2.6896 0.04 0.3280
1.65 8.20 2.7225 0.04 0.33
1.66 0.20 2.7556 0.04 0.3320
1.66 £.20 2.7556 0.04 0.3320
1.34 .15 1.7956 0.0225 0.2010
1.34 0.15 1.7956 0.0225 0.2010
1.34 0.15 1.7956 0.0225 0.2010
1.34 8.15 1.7956 0.0225 0.2010
1.35 §.16 i.8225 0.0256 0.2160
1.14 0.13 1.2996 0.0169 0.1486
1.15 0.13 1.3225 0.0169 0.1485
1,15 0.13 1.3225 0.0169 0.1495
1.16 0.14 1.3456 0.0196 0.1624
1.16 0.14 1.3456 0,0196 0.1624
1,02 0.11 1.0404 0.0121 0.1122
1.02 0.11 1.0404 0.0121 0.1122
1.02 0.11 0.0404 0.0121 0.1122
1.03 g.11 1.0404 0.012L 0.1133
1.03 D.11 £.0404 0,012t 0,1132
49,87 6.02 93.4543 1.4098 11.4642
% = Roese Gottlieb; y = Espectrofotométrico
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Coeficiente de correlacitn:

= =¥

r= -

N

r = 0.99

Ecuacidn de regresidm:
¥ = g? o + z}i X

¥ =-0,0287 = 0.138 X

El intervilo de confianza en % i estid dado por:

"%

ot ¢ D1)-= Zgiie—“lzsﬂ‘/\\ﬁxz
G i=o.138 Syx /;!’ < %% = 0.0015
El valor t tabulado para ol = (.05 y 28 grados de libertad es 2.048.
El intervdlo de confianza al 95% para % i estd dado por;

0.138 + ( 2.048 ) ( 0.0015)
CI = 0.138 + 0.003072
{0.1410, 0.1349)
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En la tabla niimero V se muestran los datos que se obtuvieron al reali

zar el método de Roese Gottlieb v el método de Gerber.

Tabla No. V

MEtodos: 1:0.5 1:1 1:1.5 1:2 1:2.5 1:3

R. G. 2.71 2,01 1.64 1.34 1.14 1.02
2.71 2.02 1.64 1.34 1.15 1.02
2.80 2,03 1.65 1.34 1.15 1.02
2.80 2.03 1,66 1.34 1.16 1.03
2,84 2.04 1.66 1.35 1.16 1.03

Gerber 2.8 2.1 1.7 1.% 1.2 1.1
2.8 2.1 1.7 1.4 1.2 1.1
2.8 2.1 1.7 i.5 1.2 1.1
2.9 2,2 1.8 1.5 1.3 1.1
2.9 2.2 1.8 1.5 1.2 1.1

R.G.: Roese Gottlieb.
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En la tabla npiimero VI se muestran los datos con los que se cbtuvo el

coeficiente de correlacifn y la ecuacidn de regresidn para el método de -

Gerber:
TABLA No. VI
2 2
X ¥y x v Xy

2.1 2.9 7.3441 8.41 7.859
2.71 2.9 7.3441 B8.41 7.859
2.80 2.8 7.84 7.84 7.84
2.80 2.8 7.84 7.84 7.84
2.84 2.9 8.0656 8.41 8,236
Z.01 2.1 4. 0441 4.41 4.221
2.02 2.2 %.0804 4,84 4.488
2.03 2.1 4.1209 &.41 4,263
2.03 2.1 4,1209 4,41 4,242
2.04 2.2 4.1616 4,84 4,466
1.64 1.7 2.6896 2.89 2.805
1.64 I.7 2.6896 2.89 2.788
1.65 1.8 2.7225 3.24 3.06
1,66 1.7 2,7556 2.89 2.788
1.66 1.8 2.7556 3.24 2.988
1.34 i.4% 1.7956 1.96 1.876
1.34 1.5 1.7956 2.25 2.025
1.34 1.4 1.7956 1.96 1.876
1.34 1.5 1.7956 2.25 2.0l
1.35 1.5 1.8225 2.25 2,01
1.14 1.2 1.2996 1.44 1.368
1.15 1.2 1.3225 1.44 1.38
1.15 1.2 1.3225 1.44 1.392
1.186 1.3 1.3456 2.25 1.495
1.16 1.2 1.3456 1.44 1.392
1.02 1.1 1.0404 1.21 1.133
1.02 1.1 1.0404 I.21 1.122
1.02 1.1 1,0404 1.21 1,122
1.03 1.1 1.0609 1.21 1.122

. 1.03 1.1 1.0609 1.21 1.133
50.62 52.6 93.5884 103.7 68,199

% = Rose Gottlieb; ¥y = Gerber
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Ecuacidn de regresidn:

[ = - 0.1971 + 1.156 X

El intervdlo de confianza en % i estd dado por:

er ( @i)= %iiexfzsﬂ/\iﬁxz

El valor t tabulado para ol = 0.05 y 28 grados de libertad es:
2.048,
El intervilo de confianza al 95% para Q) i estd dado por:
1.156 + ( 2.048 ) ( 0.1262)
CI = 1.156 = 0.2584

[1.[;1&4, ﬁ‘.8976]

Ean la pigina siguiente se muestra la grifica de los.-valores de Gerber

vs Roese Gottlieb.
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En 1la tabla niimero VII se muestran los dates con los cuales se cbtuvo
el porciento de grasa mencionado para la dilucidn 1:3 que fué con la Ginica

que se obtuvieron resultados reproducibles. Cada muestra se trabajd por -

triplicado.
Tabla No. VII
Peso Muestra Vol. EDTA % grasa
{q) {ml. )
50.3690 21 4.08
21.1 3.97
21.1 3.97
50,3462 21 4.1
21 4.1
21.1 4.1
50.4186 21 4,07
21.3 3.97
. 20.8 4,17
50.3427 231.2 3.87
21.2 3.87
21.2 2.87
50.06 231.1 4.0
231.1 4.0
21 4.3
50.3238 231.1 3.98
21 4.08
23.1 3.98
50.3964 21 4,07
- 21 4.07
231.2 3.87
49.8160 21.2 3.92
21.2 3.92
21.3 3.81
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cont. Tabla No. VII

Peso Muestra Vol. EDTA % grasa

(g) (ml. )

49.7191 21.3 3.82
21.3 3.82
271.1 4.0

51.9221 20.8 4.15
20.8 4.15
20.8 4.05

50.4315 21.8 3.26
21.4 3.66
21.4 3.686

50.3318 271.2 3.88
21.3 3.77
21.3 3.77

49.9027 20.9 4.22
20.8 4.32
21 4.12

74



En la tabla no. VIII se muestra, el porciento de grasa cobtenida
en los métodos Roese Gottlieb, Espectrofotométrico y Gerber. Para
el método espectrofotométrico se utilizd la ecuacidn de regresidn

para convertir los valores de absorbancia en porciento de grasa.

Tabla No, VIII

1:0,5 d:3. i1:3.5 J:2 1z:;2.5 1:3
R. 6, - - 4.06 4.02 4.10 4.02 4.00 4.08
4.06 4.04 4.10 4.02 4.02 4.08
4.20 4.06 4,32 4,02 4.02 4.11
4.20 4.06 4.15 4.02 4.06 4.11
4.26 4,08 4.15 4.05 4.06 4,11
Gerber 4.3 4.2 4.2 4.2 4.2 4.4
4.3 4.2 4.2 4.2 4.2 4.4
4.3 4,2 4.2 4.5 4.2 4.4
4.2 4.4 4.5 4.5 4.2 4.4
4.3 4.4 4.5 4.5 4.5 4.4
Esp. 4.005  4.18 4,14 3.88 2.025 4.02
4.005 4.18 4.14 3.88 4.025 4.02
4.11 4.18 4.14 3.88 4.028 4.02
4.13 4.18 4.14 3.8B 4.27 4.02
4.22 4,18 4.14 4.10 4.27 4,02

R. G.: Roese CGottlieb; Esp.: Espectrofotométrico.
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Conclusiones.~

1.~ De acuerdo a los resultados obtenidos, el m€todo Roese Gottlieb se -
considera un método exacto y preciso. Comparando estos resultades con el
métode Gerber se le comsidera a este un método exacto, basande esta afirma

cidn en =1 valor agbtenido en el coeficiente de correlacidn.

Gom respecto al costo, no hay gran diferencia entre ambos, porque en
el Gerber se usa una centrifuga especial pero iUnicamente dos reactivos en
pequeila cantidad, mientras que en el Roese Gottlieb se emplea material de
vidric comiin pero mi3s reactivos y en mayor cantidad. En cuanto al tiempo=-

el métedo Gerber es miAs rdpido y de mi3s facil manipulacidn.

2.~ De acuerdo al valor del coeficiente de correlacidn, el m@tode Espec—

trofotorétrico tambifn se considera un método exacto.

Aungue este método implica una inversidn inicial muy alta, con el -~
tiempo se compensa su adquisicidn ya que dentro de un laboratoric se puede
usar para un sinffn de anilisis con un minimo de tieopo y persomal. Por -
otro lado los resultades de este método no dan el contenide grasc de una
muestra por lo que se tiene que apoyar en algin otro métode para obtener —

cantidades de grasa por medio de una ecuacidn de regresidn.

3.~ Con respecto al m&todo complejcmétrice no se obtuvieron les resultados
esperados, ya que sblo se tuvieron cantidades v3lidas para la dilucidn 1:3,

porque en el resto de las diluciones no se distingufa el vire del indicador
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durante la titulacidmn. Estos datos ne eran suficientes para hacer um ana-

lisis estadistico mEs ccmpleto.

Se probd trabajar con leche evaporada con &sta t&cnica ya que ea la -
bibliografia se encomtrd reportado para productos licteos tales como: man
tequilla y crema, y s& considerd como un método novedoso, ademds de gue el
material y reactivos gque se emplean existen en cualquier laborateric anali

tico.

4,~ Con los resultados gue se obtuvieron, se considaran a los m8todos Es-~
pectrofotoz@irico y Gerber, como confiables tanto en exactitud como en pre
cisidn, por lo que se recomienda su uso como método de rutina en unm ilabora

torio analitico. ©
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