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APLICACIÓN DE TRES MÉTODOS ANALÍTICOS 
PARA LA DETECCIÓN DE SUERO DE QUESERÍA 

EN LECHE UHT COMERCIALIZADA 
EN LA CIUDAD DE MÉXICO

ACACIA RAMÍREZ AyALA, SALVADOR VEGA y LEÓN, GUADALUPE 
PRADO FLORES y REy GUTIÉRREZ TOLENTINO

n el campo de la calidad 
de los alimentos son de 
particular interés la leche y 

sus derivados, dada su importancia social y 
económica. La leche sigue siendo uno de los 
alimentos más importantes para el humano 
desde el punto de vista nutricional, por lo cual 
es necesario producir leche de alta calidad. 
Existe una demanda creciente en los elevados 
estándares de calidad requeridos por las auto-
ridades sanitarias y por el público consumidor; 
sin embargo, el riesgo de adulteración con 
suero de quesería es alto en la región. Por esta 
razón, en diversos países se ha puesto especial 
atención en la reglamentación para uso en la 
elaboración de productos lácteos.

Las tecnologías desarro-
lladas en la industria láctea, tanto de con-
centración por membranas como de ultrafil-
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tración, han hecho posible la elaboración de 
nuevos productos como los concentrados de 
proteínas de suero (lac tosuero), que pueden 
ser utilizados como adulterantes en la leche 
(Bordin et al., 2001). En México la impor-
tación de estos lactosueros ha ido en aumen-
to en los últimos años; en 1997 se importa-
ron 53 237ton con un valor de USD 40 591 

000, cifra que en el 2006 subió a 72 427ton 
y un costo de USD 126 203 000. Este pro-
ducto ha sido importado principalmente de 
los EEUU y de la UE (SIC, 2006) siendo 
una de las causas la tendencia de utilizar 
este producto como un medio para bajar 
costos y aumentar la rentabilidad en la ela-
boración de productos lácteos de menor ca-
lidad y bajos precios (FIRA, 2001).

La leche, como producto 
procesado, puede llegar al consumidor en 

diferentes presentaciones y en cualquiera 
de ellas puede existir adulteración con di-
versos propósitos, entre otros obtener ma-
yor rendimiento en el producto final. Por 
ello se ha dado especial atención a la de-
tección de lactosueros adicionados de for-
ma fraudulenta a la leche fluida, en espe-
cial a la leche ultrapasteurizada (UHT), 
cuyo consumo ha aumentado en México y 
otros países (Wolfshoon-Pombo, 1989; So-
rensen, 1992; Recio et al., 2000; SIAP, 
2006).

La incorporación de sóli-
dos procedentes de suero constituye una clara 
violación a la reglamentación vigente nacio-
nal (DOF, 2003) e internacional. Tanto en 
países de la UE como en América Latina, la 
adulteración de leche fluida con suero de 
quesería va en aumento, por lo cual conti-

RESUMEN

Se determinó la presencia de suero de quesería en leches ultra-
pasteurizadas (UHT) comercializadas en la Ciudad de México me-
diante electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio 
(PAGE-SDS), cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y la 
cuarta derivada del espectro de absorción (UV-4ªDS). Se analizaron 
un total de 30 muestras de leche UHT descremada durante los meses 
de septiembre, octubre y noviembre a razón de 10 muestras por mes, 
contrastando los valores encontrados por los tres métodos con los 

de leche cruda auténtica adicionada con suero de quesería en difer-
entes niveles. El porcentaje de muestras positivas a suero de quesería 
analizadas por electroforesis, HPLC y UV-4ªDS fue de 70, 50 y 90% 
respectivamente. Las técnicas utilizadas relacionadas con la detección 
y estimación del glicomacropéptido (GMP) por electroforesis o por 
HPLC y los resultados obtenidos indicaron que la cuantificación de 
la relación proteínas de suero/proteína total (PS/PT) por UV-4ªDS fue 
un indicador más sensible a adiciones de suero de quesería.
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núan las investigaciones en este sentido (Ur-
bán et al, 2002). En México, la adulteración 
con proteínas de suero en leche fluida es cau-
sa de pérdidas económicas tanto para pro-
ductores nacionales como para industriales 
que elaboran sus productos a partir de leche 
fresca.

Por lo anterior, se han de-
sarrollado varios métodos para detectar y es-
timar la presencia de suero en leche, diferen-
ciándose por la sensibilidad y complejidad de 
los equipos utilizados. Algunos métodos pro-
puestos se basan en la determinación del ca-
seinomacropéptido liberado de la κ-caseína 
por acción del cuajo, mediante la separación 
por electroforesis en gel de poliacrilamida 
(Pinto et al., 1991; Sharma et al., 1992; Ur-
bán et al., 1998) y por cromatografía líquida 
de alta resolución (HPLC; Benitez et al., 
2001). Una de las funciones de la κ-caseína 
es estabilizar la dispersión de las micelas de 
caseínas en la leche. Durante la primera fase 
de la acción enzimática de la quimosina so-
bre la κ-caseína se produce una proteólisis, 
rompiéndose el enlace peptídico fenilalani-
na105-metionina106 , generando dos macromo-
léculas (Wheelock y Knight, 1969), la para-
κ-caseína unida a la caseína (1-105) y un 
macropéptido soluble en el suero (106-169). 
La acción enzimática sobre la κ-caseína pue-
de ser evaluada estimando la liberación del 
caseinomacropéptido soluble, también conoci-
do como glicomacropéptido o caseinoglico-
péptido (Herrera y Verdalet, 2005) ya sea 
por electroforesis (PAGE-SDS) o por (HPLC) 
aplicada a la fracción soluble en ácido triclo-
roacético (TCA) al 8% de concentración fi-
nal.

En la actualidad, los méto-
dos químicos están siendo reemplazados por 
métodos espectroscópicos que pueden detec-
tar cualquier tipo de lactosuero mediante la 
determinación de la relación proteína del sue-
ro/proteína total de la leche (De Koning y 
Van Rooijen, 1971; Lechner y Klostermeyer, 
1981). Por ello se ha propuesto el empleo de 
la cuarta derivada del espectro de absorban-
cia para la determinación rápida de proteína 
de suero y caseína en la proteína total de la 
leche (Meisel, 1995; Miralles et al., 2000).

La leche contiene sustan-
cias orgánicas como los aminoácidos aromá-
ticos tirosina (Tyr) y triptófano (Trp) que son 
la causa de las bandas de absorción caracte-
rísticas por debajo de 380nm de la región 
UV del espectro. Esta propiedad permite va-
lorar las proteínas por espectrofotometría en 
la zona UV, por lo que se ha propuesto la 
determinación de la relación proteínas de 
suero/caseínas que se encuentra de forma na-
tural en la leche y basada en la absorción de 
Trp y Tyr, los cuales tienen máximos y mí-
nimos característicos y diferenciados en la 4ª 
derivada del espectro (Meisel, 1995). La rela-
ción proteína de suero/proteína total (PS/PT) 
es importante como control en tecnología de 

leche y productos lácteos, pudiendo demos-
trar adiciones fraudulentas de proteína (Mira-
lles et al., 2003).

Materiales y Métodos 

Muestras

Se analizaron tres mues-
tras procedentes de 10 marcas de leche ultra-
pasteurizada (UHT) descremada, las cuales 
fueron seleccionadas por su amplia distribu-
ción y demanda de los consumidores en la 
Ciudad de México. Las muestras se obtuvie-
ron aleatoriamente en supermercados con una 
frecuencia mensual y por razones prácticas y 
de conveniencia durante tres meses (septiem-
bre, octubre y noviembre), fueron analizadas 
por tres métodos analíticos, siendo el número 
total de muestras analizadas de 30. En cada 
análisis de las 10 marcas en estudio se inclu-
yó una muestra testigo de leche auténtica. 
Como control positivo se utilizó suero de 
quesería en polvo WPC-34 (James Farrel, 
México) y leche entera fresca y auténtica 
como control negativo.

Se prepararon mezclas de 
suero en polvo con leche entera fresca, con ni-
veles de adición de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 y 3,0% 
con el propósito de generar una curva de cali-
bración y evaluar si la adulteración de la leche 
con suero de quesería podría detectarse con la 
determinación del glicomacropéptido (GMP) 
mediante las técnicas de electroforesis en gel 
de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (PA-
GE-SDS) y por cromatografía de líquidos de 
alta resolución (HPLC).

Los N-acetil ésteres de trip-
tófano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe) 
de Aldrich (857726) y Sigma (A-6751 y 
A-4251), respectivamente, fueron utilizados 
como compuestos modelo para conocer el es-
pectro de absorción UV de los respectivos 
aminoácidos aromáticos.

Para establecer la relación 
PS/PT se prepararon mezclas de calibración 
de proteína de suero en proteína total al 5, 10, 
15, 20, 25 y 30%, mezclando una solución de 
caseína estándar (Sigma C-5890) en hidróxido 
de sodio 0,1M, pH 6,12 y una solución 12:5:1 
de seroalbúmina bovina (SA), α-lactoalbúmina 
(α-La) y β-lactoglobulina (β-Lg).

Para estimar la exactitud 
de la 4ª derivada espectral (4ª DS) de la ab-
sorción UV en la relación PS/PT se utiliza-
ron muestras de referencia (mezclas de pro-
teínas de suero y caseína en polvo) NISE-
CAS 0, 15, 20, 25 y 100, (NIZO Food Re-
search, Holanda) con relación PS/PT de 0, 
15, 20, 25 y 100%, respectivamente.

Análisis del glicomacropéptido (GMP) por 
electroforesis (PAGE-SDS)

Este análisis se realizó de 
acuerdo a la metodología recomendada por 

Olieman y Van den Bedem (1983). A volú-
menes de 25ml de leche UHT, control positi-
vo y control negativo se les agregaron lenta-
mente 12,5ml de una solución de TCA 24% 
bajo agitación constante; la incorporación se 
realizó en ~1min. Después de permanecer en 
reposo durante 90min a temperatura ambien-
te (25ºC), el precipitado de caseína fue remo-
vido por filtración en papel filtro. Una alícuo-
ta de 15ml del filtrado (TCA 8%) fue trans-
ferida a un tubo de centrífuga de 30ml y se 
trató con 3ml de una solución de TCA 50%, 
permaneciendo en reposo a 4-6ºC por un mí-
nimo de 120min y posteriormente fue centri-
fugada a 7000g durante 10min. El material 
precipitado fue lavado con una solución 1:1 
de etanol-éter, seguido de una centrifugación 
en iguales condiciones. El precipitado fue re-
cuperado por resuspensión en solución amor-
tiguadora 0,05M TRIS-HCL + 1mM EDTA-
Na2, pH 7,2.

Las muestras preparadas 
mediante el procedimiento anterior se transfi-
rieron a tubos de microensayo, a los cuales 
se les agregó una solución de sacarosa al 
50% conteniendo 0,002% de azul de bromo-
fenol.

Se realizó la electroforesis 
en gel de poliacrilamida SDS-PAGE según la 
metodología desarrollada por Laemmli 
(1970), con modificaciones validadas. Para la 
obtención del gel se utilizó una solución al 
15% (p/v) de concentración de acrilamida y 
N-N’ metileno-bis-acrilamida en una relación 
37,5:1 sobre un amortiguador TRIS-HCL 
1,5M pH 8,8, a la cual se le agregó dodecil 
sulfato de sodio (SDS) al 1%. La mezcla fue 
polimerizada con la adición de persulfato de 
amonio 0,6% y un porcentaje igual de N-
N’N’N’ tretametil-etileno diamino (TE-
MED).

La electroforesis continua 
se realizó en un equipo BIORAD Mini Po-
trean II Slab Cell, con una fuente de poder 
LKB 2197. Las placas de corrimiento se ela-
boraron con separadores de 1,5mm, utilizan-
do peinetas de 10 pozos. Las muestras se 
cargaron en húmedo depositando 50μl de 
cada una. La corrida se efectuó a 200V y 85-
100mA. Se usó como amortiguador TRIS-
Glicina pH 8,3. Se corrió la electroforesis por 
40min.

Después de terminada la 
electroforesis, se trataron los geles durante 
24h en solución fijadora de 2 propanol 
(250ml) y ácido acético glacial (100ml) afo-
rada a 1l con agua. El teñido se efectuó con 
una solución de azul de Coomassie (0,3g), 
metanol (50ml), ácido acético glacial (10ml) 
y agua (100ml). La tinción se realizó durante 
90min a temperatura ambiente. A continua-
ción los geles fueron lavados con agua desti-
lada y se trataron con la solución de desteñi-
do (meta nol:áci do acético glacial:agua 6:1:14) 
hasta obtener un contraste nítido. Los geles 
fueron conservados en ácido acético al 7%.
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La concentración del glico-
macropéptido (GMP) se midió con un tran-
siluminador SyNGENE Gel Vue GVM20. 
La exactitud obtenida se calculó mediante la 
curva de calibración de las mezclas de suero 
y leche entera fresca con el propósito de eva-
luar si la adición de suero de quesería a la 
leche pudiese detectarse mediante la determi-
nación del GMP por el método de electrofo-
resis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS). 
La recta de calibrado se determinó con 
muestras de leche auténtica con suero al 1; 
1,5; 2 y 3% (controles positivos) y de leche 
genuina (control negativo) con cuatro repeti-
ciones.

Análisis del GMP por HPLC

Este método de análisis se 
basó en la precipitación de la caseína con 
TCA y una precipitación selectiva del GMP 
siguiendo el mismo procedimiento realizado 
para la electroforesis. Todas las muestras pre-
cipitadas se resuspendieron en 1ml de amor-
tiguador, se filtraron por membrana Millipore 
y se inyectaron 50μl al equipo de HPLC 
Merck-Hitachi con bomba isocrática, utilizan-
do un inyector con un circuito en espiral de 
hasta 200μl y detector UV a 210nm.

Para la cromatografía se 
utilizó un programa isocrático con la com-
posición correspondiente a la fase móvil: 
fosfato de K monobásico 90mM + fosfato 
de K dibásico 10mM + sulfato de Na 
150mM, preparada con agua grado HPLC. 
Una columna TSK-GEL G2000SW de fil-
tración por gel de 7,5mm×30cm, con tama-
ño de partícula de 10µm con guarda-colum-
na de: 7,5mm (DI)×7,5cm; flujo de fase mó-
vil de 0,5ml·min-1 y longitud de onda de 
detección de 210nm. Se aplicaron primero 
las muestras controles para comprobar los 
tiempos de retención y ajustar la sensibili-
dad del equipo.

La presencia de un pico en 
el cromatograma de la muestra con tiempo 
de retención t= 20min correspondiente al 
GMP es indicativo de su positividad a la adi-
ción de suero de quesería. La concentración 
de los residuos se calculó por el método de 
estándar externo utilizando la curva estándar 
de calibración.

Análisis de la relación PS/PT utilizando la 
UV-4ª-DS

La cuarta derivada del es-
pectro de absorción (4ª-DS) en el UV fue 
utilizada para obtener la relación PS/PT. Para 
ello las muestras de leche descremada UHT, 
muestras de referencia y mezclas de calibra-
ción (30μl) fueron diluidas con HCl-guanidi-
na 6M e hidróxido de Na 0,1M, pH 6,12 en 
un matraz volumétrico de 5ml. Los viales de 
5ml fueron colocados en baño de ultrasonido 
por 20min e inmediatamente se midió su es-

pectro de absorción. Todas las muestras fue-
ron analizadas por duplicado. Se calculó la 
cuarta derivada de los espectros de absorción 
empleando el software del espectrofotómetro. 
Se registraron los valores absolutos de δ4A/
δλ4 a las longitudes de onda (λ) correspon-
dientes a los diferentes máximos y mínimos.

Para las condiciones de 
medición de la derivada del espectro de ab-
sorbancia en el UV y la preparación de las 
muestras se tomaron como referencia los es-
tudios de Meisel (1995) y Miralles (2001) 
con diferencias menores de respuesta en las 
absorbencias. Los espectros de absorción de 
las muestras de referencia y de leche UHT 
se registraron y se determinó la cuarta deri-
vada entre 250 y 310nm, a velocidad de 
1200nm·min-1, empleando un espectrofotóme-
tro BECKMAN DU-600. Se registraron los 
valores absolutos δ4A/δλ4 a las λ correspon-
dientes a los diferentes máximos y mínimos. 
El cociente (δ4A/δλ4 

294)/(δ4A/δλ4 
283)×100 fue 

correlacionado con la relación de PS/PT uti-
lizando una recta de calibración obtenida 
mediante las muestras de referencia NISE-
CAS.

Previamente a la aplica-
ción de la UV-4ª DS para la determinación 
de la relación PS/PT en las muestras de le-
che UHT se llevó a cabo la estandarización 
del método. Se estimó la linealidad de res-
puesta por análisis de regresión lineal, la re-
petibilidad y la reproducibilidad mediante la 
desviación estándar relativa.

Análisis estadístico

Se usó el método de míni-
mos cuadrados para obtener la ecuación de 
la recta de la curva estándar de calibración 
tanto para los valores entre los niveles de 
suero agregado y la concentración de la ban-
da del GMP como entre el suero agregado y 
el área del pico del cromatograma, en los 
métodos de electroforesis y HPLC, respecti-
vamente. Asimismo, para obtener la ecuación 
de la recta de la curva estándar de calibra-
ción entre los valores absolutos de la cuarta 
derivada de los espectros de absorción a di-
ferentes longitudes de onda (δ4A/δλ4), contra 
la relación de proteínas del suero/proteína to-
tal (PS/PT) de las mezclas de calibración (5-
30%). Se seleccionó como variable depen-
diente al valor δ4A/δλ4 y como variable inde-
pendiente a PS/PT.

Los resultados obtenidos 
de las muestras de leche cruda y UHT se so-
metieron a un análisis de varianza de un fac-
tor, seguida de la prueba de Tukey para com-
paración de medias de la relación PS/PT en 
cada tipo de leche. Para comparar las medias 
del cociente PS/PT con la variación de los 
diferentes porcentajes de incorporación de 
suero entre los dos tipos de leche, se utilizó 
la prueba t de Student. Se usó el programa 
SPSS, versión 8.5 para Windows.

Resultados y Discusión

Electroforesis

El resultado del análisis de 
regresión lineal entre los niveles de suero 
agregado y la concentración de la banda del 
GMP dio una respuesta lineal en el intervalo 
de concentraciones entre 1 y 3% (p/v), obte-
niéndose un coeficiente de correlación r= 
0,9897, lo cual demuestra una alta asociación 
entre las dos variables.

En el electroforetograma 
(no mostrado) obtenido de las mezclas de le-
che auténtica con suero en polvo se pudo 
apreciar que para cada nivel de suero agrega-
do a la leche, las bandas revelaron la apari-
ción del GMP indicador de la presencia de 
suero. En la primera serie de bandas la apre-
ciación visual reveló una difusa secuencia de 
intensidad con excepción de un carril (2% de 
suero adicionado), mientras, que en la segun-
da serie la excepción correspondió a dos ca-
rriles (2 y 2,5%).

En los resultados obtenidos 
de las 10 marcas de leche UHT analizadas 
se pudo apreciar que la metodología emplea-
da fue sensible para detectar niveles de suero 
en polvo incorporado en niveles menores al 
1% (m/m). Las muestras de leche UHT don-
de se detectó la banda típica del GMP per-
mitieron definir las marcas de leche adultera-
das con suero de quesería que presentaron 
valores >1%. Se observó la banda caracterís-
tica de esta sustancia en leche auténtica adi-
cionada con 3% de suero de quesería en pol-
vo, y la muestra de leche que se utilizó como 
control negativo no presentó esta banda.

Se detectó la presencia de 
suero de quesería en siete marcas de leche 
UHT analizadas con el método de electrofo-
resis, por lo que solo el 30% de las marcas 
de leche UHT analizadas no mostraron adi-
cionado. En las marcas de leche UHT 1, 3, 
4, 6 y 7 se encontraron tenores >1% de adi-
ciones de suero de quesería.

En un estudio realizado en 
México por Alcázar et al. (2000) empleando 
la técnica de electroforesis y la presencia del 
GMP como indicador de adulteración, encon-
traron que el 14,81% de las muestras de le-
che en polvo comercial (n= 108) analizadas 
estaban adicionadas con suero de quesería, 
mientras que en este estudio para leche UHT 
el porcentaje de pruebas positivas fue de 
70% (n= 30). Urbán et al, (2002) usando la 
misma técnica (PAGE-SDS) encontraron que 
el 50% (n= 96) de las leches UHT comer-
cializadas en la Ciudad de México durante 
2001 presentó adulteración con GMP. Se rei-
tera con los resultados ahora obtenidos que 
se sigue contraviniendo lo establecido en la 
legislación sanitaria mexicana (DOF, 2003) 
que descarta el uso de lactosuero en leche 
aún en época de lluvia, cuando se observa 
disminución del contenido de proteína.
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HPLC

La respuesta de detección 
fue lineal en el intervalo de concentraciones 
de 0,5-5% (p/v), obteniéndose un coeficiente 
de correlación r= 0,9969. Se consideró que la 
presencia de una señal o pico con tiempo de 
retención (Rt) correspondiente al GMP indi-
caba la adición de suero de quesería; la au-
sencia del mismo a un Rt de 20min, sobre 
todo para muestras con adulteración <0,5%, 
significó que no era posible detectar adultera-
ciones inferiores a este porcentaje de suero 
añadido. Los resultados obtenidos mostraron 

semejanza con los de Olieman y Van Riel. 
(1983 y 1989), quienes informaron 0,8% 
como límite de detección, lo cual muestra 
que usando la técnica HPLC se pueden de-
tectar pequeñas cantidades de suero de que-
sería. Si se comparan los cromatogramas de 
la Figura 1 se observa que la muestra de le-
che cruda (a, control negativo) no presentó 
una señal relevante en el pico correspondiente 
al GMP, mientras que en el control positivo 
(b) se detectó el pico típico de GMP con Rt 
de 19,94min. Benítez et al. (2001) utilizando 
la técnica de HPLC en condiciones cromato-
gráficas diferentes informaron un Rt de 
61min. Sharma et al. (1993) utilizando un 
método modificado de HPLC con una colum-
na (Protein PaK-125 de 30×0,75cm) de filtra-
ción por gel para determinar el GMP, logra-
ron reducir el tiempo de retención de 40 a 
15min, cercano al Rt obtenido en este trabajo.

Las concentraciones de 
suero de quesería determinadas por HPLC 
en cada una de las marcas de leche UHT 
analizadas se muestran en la Tabla I. En las 
diez marcas se encontraron concentraciones 
de suero muy bajas. Asimismo, se muestran 
los cromatogramas (Figura 1c y d) de la 
marca 1 de leche UHT, donde se detectó 
adulteración con suero y la marca 2, donde 
la concentración del GMP fue baja. Los re-
sultados indicaron que el 50% de las mues-
tras analizadas fueron positivas a concentra-
ciones <1% y en el resto fue superior. El va-
lor medio para las marcas estudiadas fue 
mayor al 1%. Fue de interés observar que en 
el control positivo con 3% de suero adiciona-
do no se recuperaron las cantidades totales, 
sino solo 2,46; 2,36 y 2,04% (p/v) que repre-
sentaron el 68 al 82%.

En la mayoría de los mé-
todos usados para determinar el GMP las 
muestras de leche se preparan mezclándolas 
con TCA, con la finalidad de precipitar las 
caseínas y subsecuentemente analizar el so-
brenadante, donde se encuentran las proteínas 
del suero y el GMP (Olieman y van Riel, 
1989; Calvo, 2002). Cuando se 
usa TCA al 2%, en el sobrena-
dante se pueden detectar la ma-
yoría de las fracciones del 
GMP, mientras que cuando se 
utiliza TCA al 8% el precipita-
do de fracciones proteicas (ca-
seínas) es mayor y en el sobre-
nadante es más fácil detectar el 
GMP, por lo cual se considera 
8% como la concentración ópti-
ma de TCA para los análisis 
por HPLC (Olieman y van Riel, 
1989).

Recientemen-
te Thomä et al. (2006) utilliza-
ron un método cromatográfico 
para determinar simultáneamen-
te las fracciones del GMP y las 
proteínas del suero. Encontraron 

que a concentraciones bajas (1%) de TCA se 
pierde ~10% del total del GMP y que la pre-
cipitación de las proteínas del suero con TCA 
no es la más adecuada porque puede condu-
cir a una pobre estimación del contenido del 
GMP, posiblemente atribuido a la sensibilidad 
de sus formas glicosiladas y no glicosidadas 
en soluciones de TCA, lo cual genera una 
solubilidad muy variada (Ferreira et al., 
2003). Los últimos autores utilizaron con 
éxito ácido clorhídrico como pretratamiento 
en muestras de leche en polvo para precipitar 
las proteínas, obteniendo una recuperación 
del GMP de 93-97%.

Lo anterior llevó a consi-
derar que la presencia de niveles bajos de 
suero de quesería detectados en las muestras 
de leche UHT analizadas pudo haber refleja-
do efectos adversos para la recuperación del 
GMP cuando se hacen pretratamientos con 
TCA y con ello se inducen pérdidas parciales 
de GMP.

Cuantificación por la relación PS/PT 
utilizando la UV-4ª-DS

Previamente a la aplica-
ción de la UV-4a DS para la determinación 
de la relación PS/PT en las muestras de le-
che UHT, se llevó a cabo la estandarización 
del método propuesto por Meisel (1995) y 
Miralles (2000) con modificaciones. Se esti-
mó la linealidad de respuesta por análisis de 
regresión lineal, la repetibilidad y la reprodu-
cibilidad mediante la desviación estándar re-
lativa.

De acuerdo con Meisel 
(1995) y Lüthi-Peng y Puhan (1999) se usa-
ron como compuestos modelo los n-acetil és-
teres de Trp, Tyr y Phe, cuyas concentracio-
nes fueron seleccionadas teniendo en cuenta 
que la relación Trp/Tyr en la leche es de 0,59 
para las proteínas de suero y de 0,19 para las 
caseínas (Miralles et al., 2000).

Puesto que el coeficiente 
de extinción molar del Trp es cinco veces 

TABLA I
DETECCIÓN DE SUERO DE QUESERÍA 

EN LECHE UHT COMERCIAL 
POR EL MÉTODO DE HPLC

Muestras de Toma de muestras % (P/V)
leche UHT Septiembre Octubre Noviembre

1 1,06 2,41 1,29
2 0,48 0,46 0,48
3 2,92 0,56 0,54
4 1,51 1,78 0,60
5 0,49 0,49 0,40
6 0,81 2,48 1,37
7 1,76 1,03 1,73
8 0,41 0,81 0,89
9 0,90 1,05 1,72

10 0,52 1,13 2,18
Control positivo (3%) 2,46 2,36 2,04

Figura 1. Cromatogramas de a: leche fresca entera 
(control negativo), b: leche fresca adicionada con 
3% de suero de quesería en polvo (control positi-
vo), c: marca 1 de leche UHT, y d: marca 2 de 
leche UHT.
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mayor que el de la Tyr, y el de la Phe es 
muy pequeño comparado con ellos, la con-
centración de Phe empleada fue 10 veces 
superior (1,05mM) que la de Trp (0,105mM) 
y ésta a su vez 5 veces inferior que la de 
Tyr (0,5mM). La Figura 2a muestra los es-
pectros de absorción UV de orden 0 y 4 de 
los péptidos empleados como compuestos 
modelo. Los espectros de orden cero pre-
sentaron un solapamiento para los máximos 
de los n-acetil-ésteres de Trp y Tyr (Figura 
2a), mientras que los espectros de la cuarta 
derivada (Figura 2b) presentaron señales se-
paradas para los péptidos con aminoácidos 
aromáticos.

En el espectro de la cuarta 
derivada se pudo observar que la Tyr presen-
tó máximos de absorción a 276nm (a), 
283nm (c) y 293nm (e), y mínimos a 278nm 
(b) y 287nm (d). El Trp presentó máximos 
de absorción a 282nm (f) y 289nm (h), y 
mínimos de a 285nm (g) y 294nm (i).

La Figura 3 muestra la su-
perposición del espectro de la cuarta deriva-
da de una muestra de leche y de los com-
puestos modelo. Los tres máximos en 276nm 
(a), 283nm (b) y 289nm (c) y los tres míni-
mos en 278nm (d), 287nm (e) y 294nm (f) 
en el espectro de la leche corresponden a la 
contribución de la Tyr (a,d), del Trp (c,f) o 
de ambos (b,e).

Con el fin de seleccionar 
la longitud de onda para el análisis espectros-
cópico, Meisel (1995) y Lüthi-Peng y Puhan 

(1999) usaron la misma relación mínimo/
máximo, para cuantificar las proteínas de 
suero con sus correspondientes máximos y 
mínimos de 282 y 296nm, respectivamente, 

mientras que en este estudio las longitudes 
de onda utilizadas fueron 283 y 294 nm, si-
milar a lo registrado por Miralles et al. 
(2000).

Para establecer la lineali-
dad de la absorbancia frente a distintos volú-
menes de leche, se tomaron volúmenes entre 
30 y 170μl y se completaron hasta 2ml con 
NaOH 0,1M, pH 6,12 y HCl-guanidina 6M, 
determinándose la cuarta derivada del espec-
tro de absorción a 283 y 294nm. La relación 
(δ4A/δλ4

294)/(δ4A/δλ4
283) se mantuvo constan-

te con un volumen de 30μl, permitiendo uti-
lizar menor cantidad de reactivos que en los 
estudios de Meisel (1995) y Miralles et al. 
(2000).

La exactitud en la determi-
nación de la relación PS/PT se obtuvo esta-
bleciendo una recta de calibración con las 
muestras de caseína y proteínas de suero con 
una relación PS/PT de 5, 10, 15, 20, 2% y 
30%. La Figura 4 muestra los espectros de 
la cuarta derivada obtenidos en la cual puede 
observarse la coincidencia de los máximos a 
283nm y la diferente respuesta de los míni-
mos a 294nm.

El resultado del análisis de regresión lí-
neal simple para la determinación PS/PT en 
las muestras de calibración y en las muestras 
NISECAS se aprecia 
en Tabla II. Se presen-
ta el coeficiente de re-
gresión, el valor de la 
pendiente y la variable 
independiente represen-
tada por el cociente 
PS/PT. La exactitud 
media del método, cal-
culada como el cocien-

te entre el valor encontrado para las muestras 
de calibrado y su valor teórico, fue de 
103,56%.

La repetibilidad del méto-
do se estudió en diferentes días, mediante el 
análisis de las mezclas de calibración y una 
muestra de leche UHT descremada por sex-
tuplicado. La repetibilidad del método expre-
sada como la desviación estándar relativa 
(RSD) fue de 2,3%.

En la Tabla III se presen-
tan los resultados de la determinación cuanti-
tativa de la relación PS/PT de muestras de 
leche cruda auténtica y UHT adicionadas de 
suero de quesería, en proporciones de 2,5 a 
15%. El incremento observado en la relación 
PS/PT fue mayor para la leche UHT que 
para la leche cruda. La prueba t de Student 
permitió definir una diferencia marginal en-
tre la relación PS/PT en la concentración a 
0% entre la leche cruda y la leche UHT. 
Para el resto de las concentraciones se encon-
tró una significación alta (P<0,01), lo que re-
presentó que valores de PS/PT >13,5% po-
drían ser indicativos de adición de suero a la 
leche, en un nivel de 5%.

En cuanto a las concentra-
ciones de suero de quesería determinadas por 
la UV-4a DS de las diez marcas de leche 
UHT analizadas, 36,7% de las muestras fue-
ron positivas por lo menos en dos ocasiones 
durante el periodo de toma de muestras (Ta-
bla IV). Es decir que 90% de las muestras 
estudiadas tenían suero de quesería. Solo la 
marca 4 no presentó agregado de suero en 

Figura 2. Espectro UV de los n-acetil ésteres de 
Trp (0,105mm), Tyr (0,5mm) y de Phe (1,05mm). 
a: orden 0, b: orden 4. Máximos de n-acetil éster 
de Tyr en 276, 282 y 293nm (a, c, e); mínimos del 
n-acetil ester de Tyr en 278 y 287nm (b, d); máxi-
mos del n-acetil éster de Trp en 283 y 289nm (f, 
h); mínimos del n-acetil éster de Trp en 285 y 
294nm (g, i). Tomado de Miralles (2001).

Figura 3. Espectros UV de la cuarta derivada de una 
muestra de leche UHT desnatada (___), de los n-
acetil ésteres de Trp 0,105mM (—), Tyr 0,5mM (- - -) 
y Phe 1,05mM (– – –) que se usaron como compues-
tos modelo. Máximos estimados a 276 (a), 283 (b) y 
289nm (c), y mínimos estimados a 278 (d), 287 (e) y 
294nm (f). Modificado de Miralles (2001).

Figura 4. Espectros de la cuarta derivada de mez-
clas de caseínas y proteínas de suero con una re-
lación PS/PT de 5, 10, 15, 20, 25 y 30%. Modifi-
cado de Miralles (2001)

TABLA II
ANÁLISIS DE REGRESIÓN LINEAL DE LA RELACIÓN 

PS/PT PRESENTE EN LAS MUESTRAS DE CALIBRADO 
y EN LAS MUESTRAS NISECAS

Muestras a b R2

Muestras de calibrado (n= 20)  57,320 0,510 0,986
Muestras NISECAS (n= 20)  40,396 0,234 0,995

a: ordenada al origen, b: pendiente.
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las repeticiones 2 y 3. En las marcas de le-
che positivas, el nivel de adulteración fue 
mayor en las tomas de muestras 1 y 3. Un 
nivel de adulteración >10% se estimó en 
10% de las muestras en septiembre, octubre 
y noviembre, periodo cuando los sólidos to-
tales son menores, provocando que las indus-
trias recurran a la adición de suero de quese-
ría para estandarizar el contenido de proteí-
nas totales en la leche y obtener productos 
con contenido de proteína constante (Lüthi-
Peng y Puhan, 1999).

Cuantificación de PS/PT total en leches 
UHT comerciales

Los valores obtenidos tras 
el análisis de las muestras problema expresa-
ron una relación PS/PT media de 14,2% (n= 
30). Dicho valor es diferente al registrado 
por Miralles et al. (2000) de 18,1 ±2,3% en 
leches UHT descremadas. En este trabajo y 
de acuerdo con los valores registrados en el 
Tabla III, se estableció que los porcentajes 
>13,5 en la relación PS/PT indicaban adición 
de suero.

Urbán et al. (2002), utilizan-
do la técnica de electroforesis (PA-
GE-SDS), encontraron que 50% 
(n= 96) de la leche UHT comer-
cializada en la ciudad de México 
presentaba adulteración con suero 
de quesería, contraviniendo lo es-
tablecido en la legislación sanitaria 
mexicana, que descarta el uso de 
lactosuero aun en época de lluvias 
cuando disminuye el contenido de 
proteína.

La relación natural PS/PT 
puede variar por diversos factores. 
Lüthi-Peng y Puhan (1999) encon-
traron, utilizando un método es-
pectroscópico, valores para leche 
cruda de vaca (n= 34) entre 12,7 
y 21%, valor que coincide con el 
obtenido en este estudio (12,43%). 
Coulon et al. (1998) revisaron los 

factores genéticos, fisiológicos y dietéticos 
que afectan la proporción de caseína en la 
proteína total de la leche y mostraron que 
existen variantes genéticas de la β-Lg, siendo 
las más comunes las llamadas A y B, que 
difieren en dos aminoácidos. La variante A 
tiene valina en la posición 118 y aspartato en 
la posición 64, mientras que la variante B 
tiene alanina y glicina, respectivamente.

La variante genética de la 
β-Lg es el principal factor que afecta la rela-
ción caseína/proteína en la leche, mientras 
que los factores ligados a la dieta tienen una 
influencia menor. La relación PS/PT encon-
trada por Coulon et al. (1998) fue de 16,8% 
en la leche con presencia de β-Lg BB, de 
18,4% en la leche con β-Lg AB y 19,6% en 
la leche con β-Lg AA. Por tanto, aunque este 
factor tiene influencia en cada vaca, no es 
detectable en leche procedente de grandes 
mezclas, como las muestras estudiadas (Mi-
ralles, 2001 y Coulon et al, 1998). Por ello 
se considera que para evaluar la relación na-
tural de proteínas de suero/caseínas, habría 
que establecer un intervalo “normal” de esta 
relación, que incluyera todos los intervalos 

que pudieran darse.
Meisel (1995) y 

Miralles et al. (2000) 
han encontrado datos 
discordantes en el con-
tenido de grasa y la re-
lación PS/PT: Mientras 
que el primero señaló 
que en la cuarta deriva-
da del espectro de ab-
sorción no hubo influen-
cia del contenido graso, 
Miralles, en cambio, al 
trabajar con leche entera 
UHT encontró diferen-
cias en la desviación es-
tándar relativa, al com-
pararla con leches des-
cremadas.

Los procedimientos industriales de ul-
trapasteurización no afectan la relación PS/
PT (Miralles et al., 2000). El Comité del 
Codex de leche y productos lácteos reco-
mienda que la relación proteínas de suero/
caseínas no debe ser afectada por el proce-
dimiento de estandarización, por lo que ha 
propuesto límites para la relación de pro-
teínas de suero/caseínas en leches evapora-
das, condensadas edulcoradas, en polvo, 
queso y nata en polvo (CODEX, 2006).

Conclusión

Los resultados obtenidos 
por el método de electroforesis indican que 
la aparición del glicomacropeptido en leche 
UHT representa una característica específica 
y sensible para detectar grados de adultera-
ción de leche con suero. En este estudio se 
detectó que el 70% de las marcas de leche 
tuvieron adiciones >1%, lo que no puede ser 
revelado al analizar las características físico-
químicas de la leche.

Las mismas diez marcas de 
leche UHT analizadas mediante el método de 
electroforesis se analizaron por el método de 
HPLC, resultando el 50% de muestras positi-
vas a la adición de suero en un nivel <1% y el 
otro 50% a nivel >1%. Esto es, se observó el 
incremento al número de muestras positivas, 
así como la concentración de suero, demos-
trando que este método de análisis fue más 
sensible para la detección del GMP.

La determinación de la re-
lación PS/PT a través de la cuarta derivada 
del espectro de absorción permitió detectar 
adiciones de suero en las diez marcas de le-
che UHT. En el 56,7% de las muestras se 
detectaron adiciones de suero <5% y en el 
36,7% restante se detectaron adiciones >5%.

Los tres métodos indicaron 
el empleo fraudulento de dicho subproducto, 
conforme lo establece la legislación nacional 
vigente, que para el caso de la leche UHT 
descarta el uso de ingredientes o aditivos ta-
les como el lactosuero.
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APPLICATION OF THREE ANALyTIC METHODS FOR THE DETECTION OF CHEESE SERUM IN UHT MILK 
COMMERCIALIZED IN MEXICO CITy
Acacia Ramírez Ayala, Salvador Vega y León, Guadalupe Prado Flores and Rey Gutiérrez Tolentino

SUMMARY

APLICAÇÃO  DE TRÊS MÉTODOS ANALÍTICOS PARA A DETECÇÃO DE SORO DE QUEIJO ORIUNDO DE 
QUEIJARIA EM LEITE UHT COMERCIALIZADO NA CIDADE DO MÉXICO
Acacia Ramírez Ayala, Salvador Vega y León, Guadalupe Prado Flores e Rey Gutiérrez Tolentino

RESUMO

of cheese serum in different amounts. The percentage of posi-
tive samples to cheese serum analyzed through electrophoresis, 
HPLC and UV-4thDS was 70.50 and 90%, respectively. The ap-
plied techniques related to the detection and estimation of the 
glycomacropeptide (GMP) by electrophoresis or by HPLC, and 
the results obtained indicated that the quantification of the se-
rum protein/total protein (PS/PT) relationship by UV-4thDS was 
a more sensitive indicator of cheese serum additions.

adicionada com soro de queijaria em diferentes níveis. A porcen-
tagem de amostras positivas a soro de queijaria analizadas por 
electroforese, HPLC e UV-4ªDS foi de 70, 50 e 90% respectiva-
mente. As técnicas utilizadas relacionadas com a detecção e es-
timação do glicomacropeptídeo (GMP) por electroforese ou por 
HPLC e os resultados obtidos indicaram que a quantificação da 
relação proteínas de soro/proteína total (PS/PT) por UV-4ªDS foi 
um indicador mais sensível a adições de soro de queijaria.

The presence of cheese serum was detected in ultra pasteurized 
milks (UHT) commercialized in Mexico City. This was achieved 
through sodium dodecyl sulphate poliacrylamide gel electropho-
resis (SDS-PAGE), by high performance liquid chromatography 
(HPLC) and by the calculation of the fourth derivative of the 
absorption spectrum (UV-4thDS). Monthly, ten (10) skimmed UHT 
milk samples were analyzed during September, October and No-
vember, and the values obtained through the three methods were 
compared against those from authentic raw milk with addition 

Determinou-se a presença de soro de queijo proveniente de 
queijaria em leites ultrapasteurizados (UHT) comercializados na 
Cidade do México mediante electroforese em gel de poliacrila-
mida-dodecilsulfato de sódio (PAGE-SDS), cromatografia líquida 
de alta resolução (HPLC) e a quarta derivada do espectro de 
absorção (UV-4ªDS). Analizaram-se um total de 30 amostras de 
leite UHT descremado durante os meses de setembro, outubro e 
novembro, média de 10 amostras por mês, contrastando os valo-
res encontrados pelos três métodos com os de leite cru auténtico 


