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Abstract

The objective of the present work was to test if dehydrated milk of three commercial brands that are
expended in Mexico City is adulterated with dairy cheese whey by means of the poliacrilamide SDS gel
electrophoresis technique. The study was carried out in the Laboratory of the Preventive Medicine and Public
Health Department of the Veterinary Faculty. From the milk samples (n = 108) obtained, 14.81% were
positive. Considering the results, it is concluded that these commercial milk brands do not accomplish the
guidelines established by the Regulation of the General Law of Health of Sanitary Control of Products and
Services.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue detectar al glucomacropéptido (GMP) como indicador de adulteracion
con suero de queseria en tres marcas de leche deshidratada, dos de leche entera y una de leche descremada,
mediante la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. El estudio se realizé en el laboratorio del
Departamento de Medicina Preventiva y Salud Publica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
de la Universidad Nacional Auténoma de México, se estudiaron muestras de leche (n = 108) obtenidas en
diferentes expendios de la ciudad de México, con el propésito de detectar al GMP, encontrandose 14.81% de
las muestras positivas. Con base en los resultados obtenidos en las muestras de leche deshidratada, se
concluye que tales marcas comerciales no cumplen los lineamientos establecidos tanto por el Reglamento de
Control Sanitario de Productos y Servicios de la Ley General de Salud como por la Norma Oficial Mexicana
NOM-091-SSA1-1999.

Palabrasclave: ADULTERACION, LECHE DESHIDRATADA, SUERO DE LECHE.

Introduccion

La leche como producto procesado puede llegar al
consumidor en diferentes presentaciones y en cuales-
quieradeellas puede existir adulteracion con diversos
propésitos, uno de ellos obtener mayor rendimiento
enel productofinal, tal esel caso de laadicion de suero
de queseria; éste es la fase acuosa separada de la
cuajada que resultade la coagulacion enzimatica de la
leche en el proceso de elaboracion del queso; el
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lactosuero representa del 80% al 90% del volumen
total de la leche que entra a dicho proceso y contiene
25% de las proteinas de la leche, casi 10% de grasay de
la totalidad de lactosa. El suero de queseria puede ser
adicionado liquido o en polvo a la leche fluida o
deshidratada, segun se trate.!

La utilizacion del lactosuero en la industria
alimentaria en México es relativamente reciente debi-
do a la falta de tecnologia para su procesamiento. Sin
embargo, actualmente se importan grandes volime-
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nes, lo que permite su utilizacion en la elaboracion de
productos alimentarios.?

La produccion nacional de este subproducto en
1998 fue de 22671 kg y seimportaron 56 201 toneladas,
segun las cifras presentadas por el Centro de Estadis-
tica Agropecuaria, de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Desarrollo Rural (SAGAR) y el Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI).2Por otra parte, sus caracteristicas sensoriales
y nutricias le hacen apropiado para emplearse en
sustitucion de la leche, ademas de su precio, que
puede ser hasta 4 0 5 veces menor.* 3

Dicha sustitucion ha generado en México un grave
problema, ya que alin cuando la produccién nacional
fue de 8 315 711 litros durante 1998, existié un déficit de
alrededor de 12 millones de litros de leche diarios, por
lo cual México ocupd el quinto lugar como importador
de leche deshidratada en el ambito mundial, durante el
mismo afio; dichaimportacion fue de 140 123 toneladas,
lo que generd una erogacion de 242 737 dolares.?*
Teniendo en cuenta el déficit mencionado y dadas las
propiedades y caracteristicas del suero de queseria,
ademas de su precio, se ha inducido a una importacion
gue asciende a 56 264 ddlares en lactosueros en 19982
situacién que podria propiciar la adicién de dicho
subproducto a la leche por parte de las plantas
industrializadoras con el proposito de obtener un ma-
yor rendimiento econémico,* lo cual constituye una
adulteracion segun los términos que la legislacion vi-
gente sefiala.>®

Existen varios métodos para detectar la presenciay
en algunos casos conocer la cantidad de suero como
agente adulterante en la leche en sus diferentes pre-
sentaciones, dichos métodos pueden clasificarse como
indirectos y directos.

Entre los métodos indirectos se encuentra la deter-
minacion de la proporcién de caseina del suero pre-
senteenlaleche, que se haceatravésde lacuantificacion
del nitrogeno no caseinico;’ la cuantificacion de gru-
pos sulfhidrilos por gramo de proteina;® la determina-
cion del aumento en los niveles de amonio en leche
mediante el uso de un potenciémetro,® asi como la
determinacion del complejo cisteina-cistina, a través
de un método polarografico.?

Entre los métodos directos se encuentra la deteccion
de un péptidoespecifico, el glucomacropéptido (GMP),
que se liberaal entrar la leche en contacto con laenzima
renina que actUa sobre la caseina kappa de la leche, y
convierte las micelas de la caseina en susceptibles a la
formacion de agregados, lo cual constituye el inicio del
proceso de elaboracién del queso. Estaenzimaelimina

* http://serpiente.dgsca.unam.mx/jornada/1996/ago96/960802/
LECHE-PG.html
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el enlace fenilalanina-metionina (105-106) de la casei-
nakappa, liberando lapara-kappacaseinay el péptido
mencionado anteriormente, este Ultimo no es posible
encontrarloen formalibre en laleche amenos que ésta
contengasueroadicionado.* Enleche fluidarefrigera-
da, sinembargo, existe la posibilidad de obtener resul-
tados falsos positivos debidos a cambios generados
por laaccion proteolitica de los organismos psicotrofi-
cos, como Pseudomonas spp, que producen péptidos
similares al GMP, actividad proteolitica que no se
presenta en la leche deshidratada, debido principal-
mente a los requerimientos de humedad de dichos
microorganismosy sin la cual no es posible su prolife-
racion;? la determinacién de acido sialico, que se
obtiene por hidrolisis acida del GMP en muestras de
leche deshidratada por medio de espectrometria, es
otro método directo.*®

Dentro de las metodologias existentes parala deter-
minacidn del GMP, entre las cuales se encuentran la
gravimetria y la técnica de cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), sobresale la de electroforesis
en placa, que es una técnica directa, cualitativa y
sencilla, y segun algunos autores, permite la deteccion
de hasta 0.5% de sélidos de suero; en esta técnica, el
GMP se somete a una diferencia de potencial una vez
separado de laleche y puede identificarse sobre un gel
de poliacrilamida-SDS.#1

Este estudio formé parte de la segunda etapa del
proyecto IN500697, realizado en el Departamento de
Medicina Preventiva y Salud Pudblica de la Facultad
de Medicina Veterinariay Zootecnia, de la Universi-
dad Nacional Auténoma de México, que inici6 adap-
tando dos técnicas para la deteccion de sélidos de
suero como adulterante en laleche pasteurizada, una
de las cuales fue el método directo de electroforesis
en placa, que se empleo en esta investigacion para
detectar el GMP como indicador de la presencia de
suero de queseria en leche deshidratada de tres mar-
cas comerciales.

Material y métodos

El presente estudio fue observacional, descriptivo,
transversal y prospectivo; se empleo la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (BIO-
RADII) paralaidentificacion del GMP.* Se analizaron
muestras de leche de tres marcas comerciales, dos de
leche deshidratada enteray unade leche deshidratada
descremada, que cumplieron con los siguientes crite-
rios de inclusidn: dichas marcas fueron seleccionadas
con base en la composicion sefialada en la etiqueta,
mismaen que se indicaba al producto como leche pura
alacual Gnicamente le fue extraida el agua. Se empled
leche deshidratada con el fin de descartar la actividad
proteolitica de organismos psicrotrofos que se puede



dar en leche fluida, en virtud de que las muestras se
reconstituyeron sélo hasta el momento del analisis,
eliminando la posible proliferacién de dichos
microorganismos.

Calculo del tamafio de muestra

Con el proposito de calcular el tamafio de la mues-
tra, se realizé un estudio piloto durante ocho semanas,
gue incluyé un total de 48 muestras, 16 de cada una de
las marcas; se analizaron seis muestras por semana (y
cada marca por duplicado).

Con la frecuencia de adulteracién que se obtuvo,
se determind el tamafio de la muestra mediante la
ecuacion:*

n=_ ZP9
d2

En el estudio piloto se obtuvo una frecuencia de
adulteracion de 10 muestras de las 48 que se analiza-
ron, lo que representa 20.83%, sustituyendo los valo-
res de la ecuacién descrita se hallaron los siguientes
resultados:

n= (1.28)%(20.83)(79.17); es decir,
(5

n= (1.6384)(475); esto es, n =108
25

Esdecir, untotal de 108 muestras que incluyeron las
48 del estudio piloto.

Técnica de muestreo

Laobtencion de lasmuestras se realizo mediante un
muestreo no probabilistico por conveniencia en aque-
llos establecimientos comerciales en los cuales se pu-
dieron encontrar las marcas estudiadas que cumplie-
ron con los criterios de inclusion establecidos.

También se considerd que los nameros de lote
indicados en los recipientes fueran distintos para cada
analisis, con el proposito de garantizar que cada una
de las muestras estudiadas correspondiera a lotes
diferentes.

Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio
del Departamento de Medicina Preventiva y Salud
Publica de la Facultad de Medicina Veterinariay Zoo-
tecnia, de la Universidad Nacional Auténoma de
México (FMVZ-UNAM). Se utilizaron muestras de

leche en cantidades de 50 ml y reconstituidas a 10% de
solidos totales al momento de su andlisis; para la
precipitacion de proteinas se emplearon 25 ml de una
solucién de acido tricloroacético (TCA) al 24% en
agitacidn constante durante dos minutos atemperatu-
raambiente, dejandose en reposo durante 60 minutos;
posteriormente se removio el precipitado de caseinas
y sueroproteinas por filtracién, utilizando papel filtro.
Se transfirieron 30 ml del filtrado TCA 8%y se afiadie-
ron8mldeunasolucionde TCA al 50% paraprecipitar
las proteinas que no se hubieran desnaturalizado du-
rante el paso anterior. Posteriormente, las muestras
fueron mantenidas a 4° C durante 24 horas para luego
someterse a centrifugacion en condiciones de 6 000 g
durante 10 minutos, obteniéndose un precipitado que
fue lavado con 10 ml de una mezcla de etanol-éter 1:1,
sometiéndose a una segunda centrifugacion en las
mismas condiciones y dejando luego drenar el tubo
paraeliminar los excesos de lamezcla del lavado. Una
vez obtenido el precipitado se utilizaron 380 m de
amortiguador 0.05 M TRIS-HCI+ 1ImM EDTA-Na, pH
7.2 y 500 nl de una solucién de sacarosa al 50% y
0.002% de azul de bromofenol con el propoésito de
resuspenderlo; posteriormente las muestras se mantu-
vieron en refrigeracion hasta el momento de ser some-
tidas a la electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS
0.375 M pH 8.8 a una concentracion del 15%, a un
voltaje constante de 120,vy 80 miliamperes durante 45
minutos, aproximadamente.®®

Las variables en estudio fueron:

a) Cualitativa nominal categérica: Identificacion de
muestras adulteradas.

b) Cuantitativa discreta: Frecuencia de adulteracion en
las muestras seguin la marca comercial analizada.

Resultados

Se logré comprobar la presencia del GMP como
indicador de adulteracién con lactosuero en 16 mues-
tras de leche deshidratada del total de 108 muestras
analizadas, lo que represento 14.81%; cabe sefialar que
al menos dos de las muestras de cada una de las tres
diferentes marcas comerciales de leche deshidratada
resultaron positivas en diferentes porcentajes; para la
muestra A 7.40%; 1.85% para B y 5.55% para C; en el
Cuadro 1 se presenta la cantidad de muestras analiza-
dasy lasque resultaron positivas por semana, segun la
marca comercial estudiada.

En la Figura 1 se presenta un electroferograma con
muestras positivas a la presencia del GMP, y en la
Figura 2, una placa de electroforesis en donde no se
observan bandas formadas por la presencia del GMP
(testigo negativo).
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Cuadrol
DETERMINACION DE SUERO DE QUESERIA EN EL TOTAL DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS MEDIANTE LA TECNICA DE
ELECTROFORESISEN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

Marca A Marca B Marca C

Numero de  Muestras Numero de Muestras Numero de Muestras
Semana muestras positivas Porcentaje muestras positivas Porcentaje muestras positivas Porcentaje
1 6 2 55 6 - - 6 2 55
2 6 2 55 6 2 55 6 2 55
3 6 2 55 6 - - 6 2 55
4 6 2 55 6 - - 6 - -
5 6 - - 6 - - 6 - -
6 6 - - 6 - - 6 - -
TOTAL 36 8 222 36 2 55 36 6 16.66

Nota: Las muestras fueron analizadas por duplicado con los mismos resultados en cada prueba.

Discusion

De acuerdo con los objetivos del estudio, se logré
comprobar la presencia del GMP como indicador de
adulteracidn en las tres marcas de leche estudiadas, lo
cual constituye un llamado de atencién sobre la dimen-
sién del problema que dicha préacticailicita representa.

Este estudio es el primero realizado en el paisconel
propésito de identificar la adicion de suero de quese-
ria en leche deshidratada comercial. La deteccion de
GMP en 14.81% de las muestras analizadas evidencia
la mezcla de leche en polvo con suero de queseria, lo
cual demuestra el empleo fraudulento de dicho
subproducto conforme alo que establece lalegislacién
nacional vigente, que define a la leche deshidratada
como “el producto resultante de la eliminacion del
aguade lalecheentera, semidescremadao descremada,

Figura 1. Muestras positivas a la presencia de GMP. Se observan
dos geles de muestras positivas; en ambos casos la primera colum-
nade laizquierda representa el testigo positivo y las siguientes dos
columnas las muestras.
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que haya sido sometida a proceso de pasteurizacion”
y “cuyo porcentaje de s6lidos no grasos tienen que ser
provenientes de la leche empleada”, lo que descarta
absolutamente el empleo de ingredientes o aditivos,
como es el caso del lactosuero.

La adicién de suero de queseria a la leche no cons-
tituye un peligro paralasalud del consumidor, pero si
representa un fraude para el mismo en tanto las nor-
mas sanitarias y de calidad no lo permitan y el indus-
trial no lo declare en la etiqueta como un producto
sustituto de la leche.

Debido a las repercusiones legales y econémicas
que trae consigo laincorporacion de suero de queseria
como agente adulterante en la leche fluida o deshidra-
tada, se han efectuado diversos estudios,®®1° en los
que se destaca la necesidad de una adecuacion a la
normatividad en que se contemple un mayor control

Figura 2. Muestras negativas a la presencia de GMP.



de calidad para proteger la sana competencia en los
mercados nacional e internacional.*®

Tanto en paises pertenecientes a la Unién Europea
(UE), como en América Latina la adulteracion de leche
pasteurizada con suero de queseriaes un problemaque
va en aumento y por este motivo se han realizado
investigaciones empleando diversos métodos que han
permitido ladeteccion de concentraciones de 0.5% a 5%
de suero adicionado en leche. **!> En México fue posible
detectar hasta 2.5% en muestras de leche control adicio-
nadas con lactosuero en concentraciones conocidas.

Entre las metodologias empleadas para hacer la
determinacionde adulteracion, laseparacion del GMP
es una técnica que ha sido utilizada por Kawakami,
Tanimoto, Chu, Lieske, entre otros investigadores.!*181°

Si bien se sugiere que las técnicas mas sensibles
estan relacionadas con la deteccién y estimacion del
GMP por electroforesis capilar® o por HPLC, latécnica
empleada en este estudio ha permitido detectar nive-
les hasta de 2.5% de sélidos de suero agregados a la
leche deshidratada.'®

De igual manera, es importante resaltar que en
leches fluidas refrigeradas eventualmente se pueden
presentar interferencias por péptidos resultantes de
actividad proteolitica de organismos psicrotréfos, ori-
ginando falsos positivos, lo cual constituye una
limitante de esta técnica.!*?

Cabe sefialar que hubo necesidad de cambiar la
marcade leche que se utiliz6 como testigo negativo, ya
gue en los andlisis en que se probo genero resultados
positivos durante la electroforesis, dicha situacion no
se repitio con la marca de leche sustituta. Las dos
marcas empleadas como testigo negativo fueron de
leche deshidratada y descremada para su uso en ana-
lisis microbiologicos de laboratorio.

Esimportante destacar que en las primeras pruebas
gue se realizaron no fue posible observar la banda
formada por la presencia de GMP en los electrofero-
gramas (Figura 1), incluyendo la del testigo positivo,
lo que motivo a disminuir el tiempo de corrida al que
eran sometidas, de 50 a un maximo de 45 minutos, tal
situacion pudo deberse a la influencia del calor gene-
rado durante el suministro de corriente, puesto que al
ser mayor el tiempo de corrida, aumenta la produc-
cion de calor, el cual aumenta la velocidad de migra-
cion de las proteinas, esto Ultimo influye negativa-
mente en la resolucion de los geles y ocasiona la
evaporacion de la solucién amortiguadora y posible-
mente una elucién completa del GMP. Lo anterior
difiere de lo propuesto por Rosas,*® quien utilizando la
misma intensidad de corriente logro identificar las
bandas de positividad utilizando 50 minutos como
tiempo de corrida.

Un problema real con el que se enfrentan las auto-
ridades del pais hasido, hasta el momento, laausencia

de una técnica oficial que permita determinar con
plena confiabilidad la adulteracion de leche con
lactosuero, razén por la que se hace patente la necesi-
dad de realizar un mayor nimero de estudios que
permitan conocer la dimension real que tal problema-
tica ha adquirido, no sélo de manera cualitativa sino
también determinando las cantidades de lactosuero
gue se emplean con el propésito de adulterar la leche
pasteurizada en sus diferentes presentaciones.

En conclusién, se encontrd adulteracion en las tres
marcas comerciales de leche deshidratada, lo que su-
giere accion fraudulenta en contra del consumidor.

El método propuesto permite detectar la presencia
de GMP como indicador de adulteracion con suero de
gueseriaen leche deshidratada, por lo que es recomen-
dable que se realice un mayo nimero de investigacio-
nes que permitan lavalidacién de lametodologia para
su instrumentacién como una técnica oficial.
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