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Resumen

Con la intencién de incrementar sensibilidad de la prueba
rutinaria de alcohol en leche bovina, se empleé un analisis
optico de mayor eficacia, como es la turbidimetria, evaluando
un par de leches descremadas tratadas térmicamente
(72°C, por |5 s y 2 min). Los resultados turbidimétricos
muestran una adecuada sensibilidad a la prueba de alcohoal,
al observarse un cambio importante en la turbidez de
las muestras durante la medicién. Asimismo, el cambio
en la pendiente de turbidez en las muestras tratadas,
muestra similitud con el tiempo de la prueba de alcohol
tradicional. A pesar de necesitarse mas réplicas e intervalos
de temperatura, los primeros resultados muestran que
es posible la mejora de la prueba convencional utilizando
métodos pticos.
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Abstract

With the intention to increase the sensibility of routine alcohol
test in bovine milk, turbidity optical analysis was employed,
evaluating a couple of skim milk heat-treated samples (72°C

for 15 s and 2 min). The results of the turbidimetric test
showed good sensitivity to alcohol test by observing a
significant change in the turbidity during the measurement.
Furthermore, the change in slope of turbidity in the treated
samples shows similarity to the testing time in traditional
alcohol test. Despite the needed for More replicates and
temperature ranges, the first results show that it is possible
to improve conventional optical test methods which which
tend to be more accurate.
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Introduccién

La prueba de alcohol es una de las pruebas tradicionales
de leche fluida; aunque no se aplica con regularidad en la
mayor parte de paises desarrollados, continta siendo de uso
comun en diversos paises de Latinoamérica y en Oriente
Medio como un método rapido para definir la aceptabilidad
de laleche a su llegada a planta, particularmente para evaluar
su termoestabilidad (Guo et al., 1998).



Esta prueba consiste en detectar la formacién de un
precipitado en leche cuando se agrega un volumen
igual de solucién de etanol absoluto, por lo general
aproximadamente 70% v/v; si la prueba es positiva
(lo cual puede ocurrir por lactofermentacién, por
desequilibrio mineral, daho proteico, etc.), el lote
de leche es rechazado pues se considera inadecuado
para su procesamiento posterior. Esto se debe a que
la leche para ser considerada apta para industrializarse
debe exhibir una buena estabilidad al calor, ya que por
lo regular se expone a altas temperaturas durante una
0 mas etapas de proceso. La prueba de alcohol reviste
una gran importancia debido a que la termorresistencia
de la leche es necesaria para asegurar la eficacia del
proceso térmico de conservacion a la que se somete.
En caso contrario, puede sufrir modificaciones
indeseables durante el almacenamiento, incluyendo
coagulacién, enranciamiento, generacién de sabores
amargos y problemas de gelificaciéon, entre otros.

De acuerdo a lo reportado en la bibliografia, no existe
un procedimiento Unico para realizar la prueba del
alcohol. Algunos de los factores que pueden variar son
la concentracién de la solucién alcohdlica y la razén de
etanol:leche empleada. En la actualidad, estos factores
son establecidos por cada industria lactea dependiendo
de sus necesidades, sin embargo, la concentracién de
etanol se ha ido incrementando a fin de asegurarse de
recibir leches mas estables frente a los tratamientos
térmicos (Molina et al., 2001). A pesar de que la prueba
de alcohol tiene ventajas, tales como su facilidad y bajo
costo de aplicacién, presenta limitaciones importantes
derivadas de su naturaleza subjetiva y cualitativa.
Es por ello que existe la necesidad de plantear una
metodologia analitica rapida que permita obtener
resultados cuantitativos de esta prueba haciéndola mas
precisa, abriendo una ventana para la aplicacién de
métodos opticos.

Los métodos analiticos opticos  (incluyendo
espectroscopia ultravioleta, infrarroja, turbidimetria,
andlisis de imagen y colorimetria) presentan ventajas
importantes sobre los métodos quimicos, por lo que
en tiempos recientes se han empezado a utilizar con
mayor frecuencia, por su rapidez y facilidad. Por esta
razén, el objetivo de este estudio fue el uso de una
técnica éptica para evaluar de forma mas objetiva la
prueba de alcohol en leche bovina.

Materiales y Métodos

Para este estudio, se obtuvo leche entera de un
proveedor ubicado en la ciudad de Puebla. Esta
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leche se descremé completamente empleando una
descremadora eléctrica LKL (LKL, Bulgaria) a 10,500
rpm. La composicién (2.65 * 0.13 proteina, 7.11 *+
0.36 solidos no grasos) fue evaluada mediante una
prueba rapida con un analizador ultrasénico (Lactoscan
LA, Milkotronic Ltd, Bulgaria).

Posteriormente, cada lote de leche fue dividido en dos
secciones y fueron sometidos a un tratamiento térmico
diferente, empleando un bafo maria en un bafo
serolégico, colocando en el gabinete los recipientes
con la leche hasta que alcanzé la temperatura deseada:
72°C por |5 segundos (pasteurizacién HTST) y 72°C
por 2 minutos (leche sometida a abuso térmico),
respectivamente. Tras el tratamiento térmico
correspondiente, la leche se enfrié inmediatamente y
se mantuvo a temperatura de refrigeracién 4-6°C por
30 minutos hasta su uso.

Prueba de Alcohol

Las soluciones de etanol (Sigma Aldrich, 100% de
pureza) se realizaron a dos diferentes concentraciones
(68 y 78% v/v). Se seleccioné un disefio aleatorizado
con una variable independiente: la concentracién de
la soluciones de etanol con dos niveles (68 y 78%).
Lo anterior se determiné basado en lo reportado por
Molina et al. (2001). Estos autores establecen que la
concentracion usual de etanol para la prueba de alcohol
en leche es de 68% (Vv/v), aunque algunas industrias
lacteas han aumentado la concentracién a 78% para
asegurarse de recibir leches mas estables frente a
tratamientos térmicos.

Evaluacién de la evolucion de la prueba de alcohol
mediante turbidimetria

La turbidez de las muestras de leche se midi6 usando un
turbidimetro (HACH 2100N, Loveland, CO., EEUU)
con luz transmitida a 860 nm de acuerdo al método
propuesto por Martin et al. (2007). Las unidades de
medicién empleadas fueron nefelométricas de turbidez
(NTU). Posteriormente, se realiz6 el calibrado del
instrumento utilizando los estandares secundarios de
Gelexenelintervalode <0.1 24000 NTU; la calibracién
se llevé a cabo empezando con el estandar de valor
NTU mas bajo continuando en orden ascendente. Para
la medicién de la muestra, se colocan dentro de la
cubeta de vidrio perfectamente limpia 10 mL de leche
y 20 mL de solucién de etanol con el uso de pipetas de
|0 mL, llenando hasta la linea marcada en la cubeta. La
mezcla se agité durante 5 s y se procedié a realizar la
medicion inmediatamente.
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Andlisis estadistico

Losresultados analizados por ANOVAY posteriormente
por una prueba de Tukey para evaluar diferencias entre
las muestras, a una P < 0.05. El andlisis se llevé a cabo
utilizando el software Minitab |6 (Minitab Inc., EE.UU.).
Las pruebas fueron llevadas a cabo por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de alcohol en leche fluida cruda y tratada
térmicamente

Se realizé la prueba de alcohol convencional empleando
leche cruda descremada, los resultados se muestran en
la Tabla |. Asimismo, los resultados de la Tabla | son
comunes para una prueba de alcohol en leche tratada
térmicamente, mostrando diferencia significativa
(p<0.05) entre los tratamientos aplicados. En este
sentido, Amador-Espejo et al. (2013) presentan un
comportamiento similar, obteniendo una menor
estabilidad a la prueba de alcohol (vista como un menor
tiempo de precipitacién) al aplicarse tratamientos
térmicos mas severos.

Tabla 1. Prueba de alcohol convencional en leche fluida cruda y tratada
térmicamente.

Leche fluida

Solucién Tiempo en que se forma el
tratada .
P de etanol precipitado?
térmicamente
HTST? >1 h (sin presencia)2
68%
Abuso térmico >1 h (sin presencia)?
HTST 82.33 s + 4.04b
78%
Abuso térmico 57 s+3°

~ 7 1. Diferentes subindices indican diferencia significativa. n = 3 réplicas. ~
2.HTST=72°CI5s

Turbidez

Debido a que las pruebas convencionales de alcohol con
porcentajes bajos llevaron un tiempo muy prolongado
sin exhibir cambio, se opté por trabajar sélo con la
solucién de 78% (v/v). Enla Figura | podemos observar
que en ambos tratamientos térmicos la tendencia
general de los datos de las unidades nefelométricas
NTU fue de disminuir con el tiempo, llegando a
mostrar una estabilizacion de la lectura después de los
I50 s aproximadamente. A pesar de que el punto de
inicio de cada tratamiento es diferente, la tendencia
es similar, presentandose un descenso de 4066 a 3820
en la muestra tratada a 72°C por |5 s (T1), mientras
que en la muestra tratada a 72°C por 2 minutos (T2),
se observa un punto de caida a los pocos segundos

de evaluacién con una pendiente muy inclinada hasta
llegar a un comportamiento lineal aproximadamente a
los 3500 NTU.

Asimismo, en el Tl en el intervalo de 20-60 s hay un

pequefo cambio en la refraccion de la luz, que puede
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Figura 1. Seguimiento de la prueba de alcohol por turbidez en leche
cruda descremada tratada térmicamente; razén |:2 (leche: solucién de
etanol al 78% v/v). NTU (Unidades nefelométricas de turbidez), a 72
°C por |55s.y 72°C por 2 min.

observarse como un cambio en la pendiente observada.
Por su parte, en el T2 se observa este cambio en la
pendiente aproximadamente a los 100 s. Al comparar
los resultados obtenidos en la prueba convencional de
alcohol a las mismas condiciones (Tabla 1), el tiempo
en que se observa la formacién del precipitado tiene
cierta similitud con el tiempo de cambio en la pendiente
observada en las determinaciones por turbidimetria.
Segin Simmons et al. (2007) al inicio del proceso de
desnaturalizacién proteica se producen particulas muy
pequenas con un tamano de entre 5y 10 um, las cuales
con el transcurso del tiempo se agregan formando
particulas mas grandes y eventualmente incluso pueden
precipitar. De acuerdo a esto, se puede deducir que el
tiempo en que el turbidimetro detecta un cambio en
la refraccién de la luz es el momento en que inicia el
proceso de desnaturalizacion, ya que el turbidimetro
detecta proteinas con un rango aproximado de
[-100 um (Mahler et al., 2009). Por otra parte, en la
prueba de alcohol convencional, el tiempo reportado
es el momento en que se observa la formacién del
precipitado por agregacién de proteinas ya que el
ojo humano tiene la capacidad de detectar objetos
ligeramente mas pequenos de 80 um a una distancia de
25 cm (Mahler et al., 2009).



Conclusiones

Los resultados derivados del seguimiento de la prueba de
alcohol por turbidez nos indican que el método puede
detectar un cambio en la leche en presencia de etanol, al
mostrar una disminucion de la turbidez, debido a un cambio
en laestructura de la micela. A pesar de que hace falta evaluar
una mayor cantidad de réplicas y de tratamientos térmicos,
estos resultados muestran que es posible la correlaciéon de la
medicién turbidimétrica como el tiempo de precipitado de
la proteina en la prueba convencional de alcohol, haciendo
posible la mejora de la técnica convencional.
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