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SIMBOLOGIA 
 
µL         micro litro 

C-GMP  glicomacropéptido de caseína 

% p/v     porcentaje peso volumen 

WPI       aislados de suero 

HPLC    cromatografía liquida de alta eficacia 

cm        centímetros 

nm        nanómetros 

ºC         grados celcius 

ml         mililitros 

min       minutos 

rpm       revoluciones por minuto 

µm        micro metros 

kg         kilogramos 

mg        miligramos 

g           gramos 

M          molar 

Å           armstrong 

Da         dalton 
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% m/m  porcentaje masa masa 

TCA      ácido tricloroacetico 

psi        libra fuerza por pulgada cuadrada 

R²          coeficiente de correlación  
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GLOSARIO 
 
ADULTERANTE: es una sustancia que puede ser añadida intencionalmente a los 
productos para aumentar las cantidades visibles y reducir los costes de 
fabricación. 
 
AMINOÁCIDO: son aquellas moléculas que forman parte de las proteínas 
compuesta por un grupo amino y un grupo  carboxilo. 
 
CASEÍNA: es la proteína que se encuentra en mayor cantidad en la leche y en 
algunos de sus derivados, que contiene grandes cantidades de fosfato. 
 
CROMATOGRAFÍA: es el método físico de separación en el cual los 
componentes que se van a separar se distribuyen entre dos fases, una de las 
cuales es estacionaria (fase estacionaria) mientras la otra (la fase móvil) se mueve 
en una dirección definida. 
 
CROMATOGRAMA: es el resultado gráfico de la cromatografía. En el caso de 
separación óptima, los diferentes picos del Cromatograma  corresponden a los 
componentes de la mezcla separada. 
 
GLICOMACROPÉPTIDO: es un péptido que se escinde de la molécula de k- 
caseína por la acción de la enzima quimosina. 
 
LACTOSUERO: es un subproducto líquido obtenido después de la precipitación 
de la caseína durante la elaboración del queso. 
 
LECHE: es el producto integral del ordeño total, en condiciones de higiene que da 
la vaca lechera en un buen estado de salud y alimentación, sin aditivos de ninguna 
especie. 
 
PRECIPITADO: sustancia solida suspendida en el líquido de una disolución que 
se deposita en el fondo del recipiente. 
 
PROTEÍNA: son biomoléculas formadas por cadenas lineales de aminoácidos 
imprescindibles para el crecimiento del organismo y realizan una enorme cantidad 
de funciones diferentes. 
 
QUIMOSINA: también conocida como rennina es una enzima proteasa que se 
encuentra en el abomaso (cuarto estomago de las vacas), que se encarga de 
romper la proteína k-caseína. 
 
SOBRENADANTE: disolución que permanece de forma líquida tras la formación 
de un precipitado. 
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TIEMPO DE RETENCIÓN: es el tiempo característico que tarda un analito 
particular en pasar a través del sistema (desde la columna de entrada hasta el 
detector) bajo las condiciones fijadas en cromatografía. 
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RESUMEN 
 
La adulteración de la leche cruda con lactosuero es uno de los principales 
problemas en la industria láctea. Estudios previos han evidenciado este tipo de 
adulteración mediante la identificación del glicomacropéptido de caseína por la 
técnica de cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC), como lo son la Norma 
Europea 213/2001 y El Real Decreto 2021/1993.  
 
Este trabajo se enfoca en identificar la presencia de lactosuero mediante la 
cuantificación del glicomacropéptido de caseína por HPLC para el control de 
calidad de leche cruda, con el fin de verificar su posible adulteración en Colombia. 
Se prepararon muestras de leche cruda agregando lactosuero variando el 
porcentaje de adulteración. Se inyectó un volumen de 20 µl en el equipo HPLC 
usando una columna de exclusión de peso molecular (SEC), con un flujo de 0.9 
mL/min empleando una fase móvil  de Buffer fosfato. En los cromatográmas 
obtenidos se observa una señal con tiempo de retención de 10 minutos que 
presenta incrementos proporcionales en el área cromatografíca a medida que 
aumenta el porcentaje de adulteración, se realizó una curva de calibración 
obteniendo un valor de R2 “0.9943” mostrando proporcionalidad lineal entre la 
diferencia de áreas y porcentaje de adulteración.  
 
Se reporta por primera vez una metodología con curva de calibración que permite 
identificar de manera analítica el porcentaje de adulteración empleando la técnica 
HPLC, para así poder tener un mejor control de calidad en la leche. 
 
PALABRAS CLAVES: lactosuero, glicomacropéptido de caseína, calidad, 
adulteración, HPLC. 
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INTRODUCCION 
 
Actualmente, un problema en la industria láctea es la adulteración de la leche con 
lactosuero alterando las propiedades fisicoquímicas de esta1. Estas 
modificaciones no son detectadas con las técnicas analíticas básicas utilizadas en 
esta industria láctea como son pruebas de pH, crioscopia, entre otras. Esta 
práctica genera una disminución en la calidad del alimento y a nivel industrial en 
su procesamiento debido a que el lactosuero contiene la enzima quimosina2, que 
modifica las propiedades de la leche, generando alteraciones en el producto final y 
además, debido a su manipulación puede conducir a un deterioro en su calidad 
microbiológica. Se estima también que la alteración del contenido proteico de la 
leche puede disminuir su estabilidad y presentar problemas durante su paso a 
través de los equipos de esterilización. Esta problemática afecta directamente a 
consumidores, proveedores y distribuidores, y trae consecuencias de índole 
nutricional, económica y legal3 4. Por lo anterior, surge la necesidad de contar con 
una técnica confiable que permita detectar la adición de lactosuero en la leche 
cruda. Por medio de la cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC), se ha 
logrado la cuantificación del glicomacropéptido de caseína (casein-
glycomacropéptide) C-GMP, que es un péptido que se origina cuando al adicionar 
el lactosuero (que contiene quimosina) a la leche cruda, la proteína caseína se 
rompe en el enlace de los aminoácidos 105-106 dando origen a una molécula 
solubles, que comprende la región entre los residuos 106 a 169 C-terminal de la 
proteína5 6. 
 
El sub-sector lácteo es un mercado que se caracterizada por su excelente calidad 
y la constante innovación tecnológica en producción, creación y mejoramiento 
continuo, el cual se ha preocupado por obtener una leche con estándares de 
calidad internacionales desde el mismo momento de la recolección, hasta su 
llegada al punto de venta7. Un problema que se genera en la línea de calidad es 
establecer el estado de la leche cruda con el fin de determinar su pureza y 

                                            
1 ALCAZAR MONTAÑEZ, C.D., ROSAS RAMIREZ, J., JARAMILLO ARANGO, C. J. y PEÑA 

BETANCOURT, S. D. Detección de glucomacropeptido (GMP) como indicador de adulteración con 
suero de quesería en leche deshidratada. México. Vol. 31, No. 3. 2000; p. 217 - 222. 
2
 RAJAN SHARMA, N. y BIMLESH MANN, Y.S. Chemical and functional properties of 

glycomacropeptide (GMP) and its role in the detection of cheese whey adulteration in milk: a 
review. India. Vol 93, No. 1. 2013; p. 21 - 43. 
3
 AGUDELO GOMEZ, D. A. y BEDOYA MEJIA, O. Composición nutricional de la leche de ganado 

vacuno. Antioquia, Colombia. Vol 2, No. 1 (enero- junio 2005); p. 38 - 42. 
4
 SALAMANCA, M. S. y RESTREPO SALAZAR, J.C. Características fisicoquímicas y 

microbiológicas de la leche cruda para consumo humano. Ministerio de la Protección Social, 
Decreto 1880 capitulo III, articulo 6 y 7. 2011; p. 4 – 5. 
5
 ALVARADO CARRASCO, C. y GUERRA, M. Lactosuero como fuente de péptidos bioactivos. 

Venezuela. Vol. 23, No. 1. 2010; p 42 – 49. 
6
 EL-SALAM, M. H., EL-SHIBINY, S. y BUCHHEIM, W. Characteristics and potential uses of the 

casein macropeptide. El Cairo, Egipto. Vol. 6, No. 4. 1996; p 327 – 341. 
7
 AGUDELO GOMEZ, Op. cit. 
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evidenciar la adulteración de esta8. En algunos casos los proveedores que surten 
esta materia prima a las industrias lácteas aplican esta adulteración dificultando su 
detección con la neutralización del pH y enmascarándose en los análisis 
fisicoquímicos habituales que se le realizan a la leche cruda una vez llega a la 
planta de acopio antes de entrar al proceso de pasteurización, por lo que la 
industria láctea necesita contar con una técnica para la detección de la 
adulteración con lactosuero en la leche cruda, debido a que en el país no se 
cuenta con las normas técnicas ni un protocolo de dicha técnica, por lo que su 
implementación se convierte en una herramienta valiosa para la industria láctea. 
 
La compañía Productos Naturales de la Sabana S.A. (Alquería), una de las 
empresas mejor posicionadas en esta industria y la Pontifica Universidad 
Javeriana quieren ser pioneros en el desarrollo de la misma para poder llevar a 
cabo estos análisis siempre buscando una mejor calidad en la leche cruda y por 
ende en los producto que se le ofrece al consumidor final. 
  

                                            
8
 ALCAZAR MONTAÑEZ,  Op. cit. 
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1. GENERALIDADES 
 
La leche se entiende como el producto integral del ordeño total, en condiciones de 
higiene que da la vaca lechera en un buen estado de salud y alimentación, sin 
aditivos de ninguna especie. La fracción proteica de la leche contiene un gran 
número de compuestos biológicamente activos. Además de las proteínas de la 
leche (caseínas, albumina y globulinas), existen también pequeñas cantidades de 
otras proteínas y péptidos. Estos péptidos, que son inactivos dentro de la 
secuencia de la proteína nativa, pueden ser liberados por hidrólisis enzimática, por 
ejemplo, durante la digestión gastrointestinal o durante el procesado del alimento. 
Estos péptidos bioactivos procedentes de proteínas lácteas presentan una 
actividad moduladora de numerosos procesos metabólicos del organismo 
(catabolismo y anabolismo). Asimismo, las proteínas del suero lácteo representan 
una mezcla variada de proteínas secretadas, tales como alfa-lactoalbúmina, alfa-
lactoglobulina, lactoferrina, lactoperoxidasa, inmunoglobulinas, quimosina, C-GMP 
y una gran cantidad de factores de crecimiento. Estas tienen una serie de efectos 
biológicos, que van desde un efecto anticancerígeno hasta efectos en la función 
digestiva9. 
 
La caseína hace parte de un grupo de proteínas secretadas en la leche de la 
mayoría de los mamíferos, es una fosfoproteina producida por cuatro genes que 
codifican para las caseínas αs1, αs2, β y κ, las cuales se organizan en forma de 
micelas o unidades solubles10. La k-caseína tiene un alto contenido de 
aminoácidos esenciales que se separan de la parte acuosa por acción de enzimas 
como la quimosina, dos fracciones se originan el fragmento para-k caseína, el cual 
precipita en la elaboración de quesos debido a su hidrofobicidad y el fragmento 
correspondiente al C-GMP que es soluble. Dentro de las caseínas de la leche, la 
k-caseína tiene gran influencia en la composición de la leche en relación con su 
capacidad de coagulación, tasa de formación de la cuajada y vigor del coagulo en 
la producción de queso para consumo humano. El conocimiento de los factores 
que definen el nivel de k-caseína en la leche es de relevancia para los productores 
y procesadores, puesto que la elevación de su contenido puede derivar en un 
mayor rendimiento del producto para la elaboración de derivados lácteos y, a su 
vez, en un mayor beneficio económico11. 
 
El lactosuero de quesería es un subproducto líquido obtenido después de la 
precipitación de la caseína durante la elaboración del queso. Contiene 
principalmente lactosa (4,5 % p/v), proteínas (0,8% p/v), sustancias de importante 
valor nutritivo, minerales, vitaminas y grasas. Lo que hace que tenga 

                                            
9
 BARO, L., JIMENEZ, J., MARTINEZ FEREZ, A. y BOUZA, J. Péptidos y proteínas de la leche con 

propiedades funcionales. España. Vol. 42 No. 3-4. 2001; p. 135 – 145. 
10

 GUEVARA GARAY, L. U., CUERTAS CASTAÑO, D. A. y LLANO NARANJO, F. Kappa caseína 
de la leche: aspectos bioquímicos, moleculares, productivos y nutricionales. Risaralda, Colombia. 
Vol. 20 No. 1. 2014; p. 29 – 33. 
11

 Ibíd. 



23 
 

características similares a las de la leche cruda y por esta razón es utilizado como 
un adulterante ya que esto dificulta su detección12. La composición y tipo de 
lactosuero varía considerablemente dependiendo del tipo de leche, tipo de queso 
elaborado y la tecnología empleada para la precipitación de la caseína; si en la 
coagulación de la leche se utilizan enzimas (quimosina, renina) el lactosuero se 
denomina dulce, que está basado en la coagulación por la acción de la renina a 
pH superiores 6,5, y si se emplean ácidos orgánicos (ácido cítrico, fórmico, 
acético, málico) se denomina  lactosuero ácido, resulta del proceso de 
fermentación o adición de ácidos orgánicos o ácidos minerales (ácido 
sulfúrico, ácido clorhídrico) para coagular la caseína en la elaboración de quesos 
frescos13

. El lactosuero cuenta con una serie de factores que favorecieron su 
valorización, logrando que se utilice como materia prima de productos de alto valor 
nutritivo y no sea únicamente un desecho industrial altamente contaminante. Sus 
posibles usos puede  ser la obtención de concentrados de proteína de suero para 
productos bajos en grasa, derivados proteicos de suero en postres y productos de 
confitería y obtención de aislados de suero (WPI) entre otros14

. 

 

El C-GMP es un glicomacropéptido C-terminal que se escinde de la molécula de k- 
caseína por la acción de la quimosina durante la precipitación de las caseínas en 
el proceso de elaboración del queso. El C-GMP es hidrofílico y se mantiene en 
suspensión en la fracción del suero mientras que la sección restante (para kappa-
caseina) de la k-caseína precipita para formar parte del cuajo. El C-GMP tiene un 
peso molecular de 8.000 Dalton, es un glicopéptido que forma agregados a pH 
neutro y contiene un 50-60% de carbohidratos en su composición (galactosa, N-
acetil-galactosamina y ácido N- neuramínico). Es rico en aminoácidos de cadena 
ramificada (ácido glutámico, lisina y alanina)15, deficiente en metionina y no 
contiene fenilalanina. El C-GMP ha mostrado capacidad de neutralizar toxinas 
microbianas, inhibir la adhesión de bacterias cariogénicas o de virus de la gripe. 
Regula el sistema inmune y promueve el crecimiento de las bifidobacterias (un 
grupo de bacterias que normalmente viven en los intestinos)16. Además, regula la 
circulación sanguínea y tiene acción antihipertensiva y antitrombótica.  C-GMP 
presenta propiedades sobre el sistema digestivo, reduce las secreciones gástricas 
y la movilidad estomacal. Además, estimula la liberación de colecistoquinina, 

                                            
12

 PARRA HUERTAS, R. A. Lactosuero: importancia en la industria de alimentos. Medellín, 
Colombia. Vol. 62, No. 1. 2009; p. 4967 – 4982. 
13

 Ibíd. 
14

 PARZANESE, M. Tecnologías para la industria alimentaria. Procesamiento de lactosuero. 
Alimentos Argentinos, una elección natural; p. 1 – 9 disponible en: 
http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Tecnologia/tecnologia/Ficha_13_Lactosuer
o.pdf 
15

 RAJAN SHARMA, Op. cit. 
16

 BRUNSER, O. El papel de las bifidobacterias en el funcionamiento del organismo humano. 
Santiago, Chile. Vol. 40, No. 3 (27, agosto, 2013); p. 303 – 308. 



24 
 

hormona relacionada con la saciedad. El glicomacropéptido contiene ácido siálico 
que le confiere beneficios sobre el desarrollo cerebral y potencia el aprendizaje17. 
 
La adulteración es un acto intencional de degradar la calidad; bien sea por una 
mezcla, sustitución o la eliminación de algunos de sus componentes o cuando se 
oculten los defectos en la calidad sanitaria o lo etiqueta no corresponda a las 
especificaciones de su autorización18.  
 
Algunos alimentos suelen ser adulterados con el fin de obtener un beneficio 
económico mayor. Los alimentos de la industria láctea en Colombia se encuentran 
regulados por el decreto 616 de 2006, en el cual se expidió el reglamento técnico 
que señala los requisitos que debe cumplir la leche para el consumo humano que 
se obtenga, procese, envase, transporte, comercialice, expenda, importe o exporte 
en el país. Mencionamos algunos de los parámetros del decreto que influirán en la 
realización del proyecto: 
“Artículo 6°. Características físico químicas de la leche cruda para consumo 
humano directo. La leche cruda para consumo humano directo debe cumplir con 
las características fisicoquímicas establecidas en el Articulo 16 del Decreto 616 de 
2006 y en las normas que lo modifiquen, adicionen o sustituyan. Adicionalmente, 
debe cumplir con las siguientes características: 
1. La leche líquida proveniente de animales bovinos debe como mínimo contener 
2,9% de proteína. 
2. Debe estar libre de adulterantes, neutralizantes y conservantes. 
3. Los niveles de sustancias tales como contaminantes químicos (metales 
pesados, residuos de medicamentos veterinarios, plaguicidas, entre otros) y 
toxinas, se deben regir por normas oficiales o en su defecto las normas 
internacionales del Codex Alimentarius19”. 
 
Dentro de las diferentes técnicas que existen para el control de la adulteración 
esta la cromatografía líquida de alta eficacia o High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) es un tipo de cromatografía en columna utilizada 
frecuentemente en bioquímica y química analítica. También se le denomina 
cromatografía líquida de alta presión o cromatografía líquida de alta resolución 
aunque esta terminología se considera antigua y está en desuso. El HPLC es una 
técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla basándose en 
diferentes tipos de interacciones químicas entre las sustancias analizadas y la 
columna cromatográfica20. Una columna de exclusión molecular separa dos 

                                            
17

 RAJAN SHARMA, Op. cit. 
18

 RANGEL, A.C., RODRIGUEZ, V.C. y MARTINEZ, N. Determinación de adulterantes en leches 
crudas acopiadas en procesadoras de quesos en Montería. Córdoba, Colombia. Vol. 17, No. 2 (27, 
noviembre, 2013); p. 202 – 206. 
19

 SALAMANCA, Op. cit. 
20

 AGUILAR, M. HPLC of peptides and proteins methods and protocols. Australia. Humana Press, 
2004. p. 3 – 4. 
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componentes a partir de su tamaño, las dimensiones varía dependiendo del 
volumen de la muestra, es importante señalar que el tamaño molecular real no son 
siempre iguales cuando se comparan diferentes compuestos, uno puede tener una 
estructura menos densa, mientras que otros tienen una estructura más densa, por 
lo que tienen diferentes tamaños moleculares así tengan los mismos pesos 
moleculares21.   
 
Actualmente se cuentan con referentes internacionales, normativas y 
publicaciones en los cuales se permite detectar la adulteración de la leche líquida 
y en polvo con suero de quesería en los que se usa la técnica HPLC como el 
diario oficial de las comunidades europeas en el anexo XVIII22 y en la norma 
técnica ecuatoriana para la detección de lactosuero por HPLC23, y el real decreto 
2021/1993 de 19 de noviembre, por el que se aprueba un método oficial de 
análisis de leche y productos lácteos, en España 24, entre otros referentes. 
 
Aparte de la técnica HPLC se disponen de otros métodos también utilizados para 
la detección del C-GMP entre los cuales está la electroforesis en gel de 
poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), el cual se ha utilizado 
ampliamente para separar proteínas nativas y desnaturalizadas25 26. En algunos 
países esta técnica ha sido útil para detectar adulteración de leche con lactosuero; 
el método colorimétrico, en el cual por medio de precipitación de proteínas se 
busca una relación de ácido sialico con ácido tiobarbiturico27, la electroforesis 
capilar ha demostrado ser una técnica útil en el análisis de proteínas, péptidos y 
glicoformas, en el cual pequeñas cantidades de líquido se inyectan en un canal de 
separación mediante el uso de tampón de inyección, las sustancias se separan 
con base a su movilidad electroforética la cual es proporcional al tamaño en el 
interior del tubo28. De todas las técnicas mencionadas se seleccionó HPLC porque 

                                            
21

 Ibíd. p. 63 – 64. 
22

 Norma Oficial. Investigación del suero de leche en polvo en la leche desnatada al 
almacenamiento público mediante determinación de los glicomacropéptidos por cromatografía 
liquida de alto rendimiento. Vol. 1, No. 1. 2001; p. 63 - 68. 
23

 TRIANA, L. Determinación de suero de quesería en la leche fluida y en polvo. Método de 
Cromatografía Liquida de Alta Eficacia. Norma Técnica Ecuatoriana. NTE 2401. 2008. P. 1 – 12. 
24

 Real Decreto. Método oficial de análisis de leche y productos lácteos. España. (3, enero, 1994); 
p. 62 – 64. 
25

 GALINDO AMAYA, L. M., COLMENARES, E. V. y VILLAROEL, E.R. Estandarización de la 
detección del glicomacropéptido por PAGE-SDS como índice de adulteración de leche. Maracaibo, 
Venezuela. Vol. 16, No. 3. 2006; p. 308 – 314. 
26

 URBAN, G., PEREZ, N., VEGA, S., FRESAN, C., PEREZ. J., PRADO, G., GONZALEZ, M., 
GONZALES, C. y RAMIREZ, A. Separación por electroforesis (PAGE-SDS) del 
caseinomacropeptido liberado por quimosina sobre la k-caseína. Efecto de proteólisis por bacterias 
psicrótrofas. México D.F. Vol. 26, No. 2. 1998; p. 110 – 120. 
27

 RAJAN SHARMA, Op. cit. 
28

 ISIDRA RECIO, M. R., GARCIA RISCO, R. L. y AGUSTIN OLANO, M. R. Detection of rennet 
whey solids in UHT milk by capillary electrophoresis. Madrid, España. Vol. 10, No. 5. 2000; p. 333 – 
338. 
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su tiempo de corrida es menor comparada con una electroforesis, por la exactitud 
y valores cuantitativos en los resultados obtenidos29 30. 
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 MIRALLES BURAGLIA, B. Deteccion de caseinato y suero en leche y productos lácteos 
mediante técnicas electoforeticas, cromatográficas y espectroscópicas. Madrid, España. 2001; p. 1 
– 231. 
30

 RAMIREZ AYALA, A., VEGA Y LEON, S., PRADO FLOREZ, G. Y GUTIEREZ, R. Aplicación de 
tres métodos analíticos para la detección de suero de quesería en leche UHT comercializada en la 
cuidad de Mexico. Venezuela. Vol. 34, No. 6. (junio, 2009); p. 406 – 412. 



27 
 

2. IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA 
 
Existen diversos antecedentes para realizar la cuantificación del C-GMP por 
HPLC, se seleccionó una técnica en la cual se especificó una metodología de 
replicar  encontrada en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas Anexo 
XVIII, “La investigación del suero de leche en polvo en la leche desnatada en 
polvo destinada al almacenamiento público mediante determinación de los 
glicomacropéptidos por cromatografía liquida de alto rendimiento (CLHP)”.  
 
A continuación se presenta en diagrama de flujo general para la implementación 
de la metodología:  
 
                      Figura 1. Diagrama de flujo general de la implementación de la                                                                                                                  
                                      metodología. 
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2.1  SELECCIÓN DE CONDICIONES 
 
2.1.1 Equipo de cromatografía liquida de alta eficacia. Equipo HPLC 
SHIMADZU el cual está comprendido por bomba, inyector automático, una 
columna KW-802.5, de longitud 30 cm, horno de columna con termostato 
regulador, detector por luz ultravioleta de onda variable, que permita efectuar 
mediciones a 205 nm con una sensibilidad de 0,008 Λ y un integrador. 
 

            Figura 2. Cromatógrafo shimadzu HPLC ubicado en el laboratorio de                                           
            macromoléculas de la Pontifica Universidad Javeriana. 
 

 
 

 
2.1.2 Reactivos. 
                 
                 Tabla 1. Reactivos y grado de calidad. 
 

 
 
 
 
 

Reactivo Grado de calidad 

Ácido tricloroacetico PA-ACS 

Agua tipo I PA-ACS 

Fosfato di-potásico PA 

Fosfato mono-potásico PA 

Sulfato de sodio PA 

Acido orto fosfórico PA 

hidróxido de potasio PA 
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2.1.3 Preparación de las muestras leche cruda. Se evidencia en el diagrama de 
flujo de la preparación de las muestras desde el momento de recolección de la 
leche cruda en la planta de acopio hasta tener la muestra lista para la corrida. 
    
    Figura 3. Diagrama de flujo de preparación de muestras. 
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2.1.3.1 Lactosuero. A partir de 10 litros de leche se obtiene una cantidad de 1 a 2 
kg de queso y de 8 a 9 kg de lactosuero31, el fabricante especifica que una pastilla 
de cuajo que pesa 0,56 g se usa para 50 L de leche por lo que para su 
preparación se le agregan 1,12 mg de cuajo comercial a un litro de leche cruda a 
una temperatura de 36 ºC y se deja en reposo por un tiempo de 30 min, luego se 
separa el precipitado del sobrenadante, se filtra al vacío y por centrifugación para 
separar los residuos sobrantes, se recolecta el sobrenadante (lactosuero) y se 
almacena a una temperatura de 4oC, hasta su uso. 
 
2.1.3.2 Preparación de los patrones a partir de leche cruda. Las muestras 
recolectas para cada ensayo fueron trasportadas en refrigeración a una 
temperatura de 4 °C, homogenizar bien las muestras y trasvasar 20 ml a un vaso 
de  precipitado de 50 ml, a temperatura ambiente, luego añadir en un tiempo de 2 
min una cantidad de 10 ml de la solución de ácido tricloroacético (disolver 240 g 
de ácido tricloroacético en agua para HPLC y completar hasta 1000 ml), con una 
concentración 2 M, agitando constantemente y mantener a una temperatura de 
25°C durante un tiempo de 60 min. Centrifugar por un tiempo de 10 minutos a una 
velocidad de 3000 rpm y con ayuda de una jeringa de 30 ml recolectar el 
sobrenadante para pasar por un filtro de membrana de diámetro de poro 0.22 µm y 
recolectar 2 ml del sobrenadante en un vial de HPLC. 
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 PARRA HUERTAS Op. cit. 
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2.1.4 Condiciones cromatográficas. 
 

           Figura 4. Diagrama de flujo de corrida cromatografica 
 

 
 

Las condiciones cromatográficas que se muestra fueron optimizadas a partir de la 
inyección de estándares de leche cruda adulterada con lactosuero a diferentes 
concentraciones en el sistema HPLC. 
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        Figura 5. Esquema básico de un cromatógrafo. 
 

 
 
2.1.4.1 Columna. Al  no contar con la misma columna TSK 2000 SW (30 cm de 
longitud, diámetro interno de 0.75 cm) definida, se buscó una columna equivalente 
la KW 802.5 Shodex (30 cm de longitud, diámetro interno 0.8 cm), columna 
cromatográfica de exclusión de tamaño a base de sílice, el límite de exclusión para 
proteínas es de 150.000 Da, el tamaño de poro máximo es de 400 Å. 
 
2.1.4.2 Fase móvil. La composición de la fase móvil que se trabajo fue un buffer 
compuesto de 1,74 g de fosfato dipotásico (k2HPO4), 12,37 g de fosfato 
monopotásico (KH2PO4) y 21,41 g de sulfato de sodio (Na2SO4) disolver en 700 ml 
de agua para HPLC aproximadamente. Ajustar, si es necesario, a pH 6,0 con 
ayuda de una solución de ácido fosfórico o de hidróxido de potasio, con 
concentración de 0,1 M con la ayuda de un balón aforado se lleva hasta 1000 ml 
con agua para HPLC y homogenizar. Se filtrar la solución sobre un filtro de 
membrana de 0,2 2µm de diámetro de poro. 
 
2.1.4.3 Ácido Tricloroacético. Disolver 240g de ácido tricloroacético en agua 
para HPLC y completar hasta 1000ml. Concentración de  2 M. 
 
2.1.4.4 Detector. Detector por luz ultravioleta de longitud de onda variable, que 
permita efectuar mediciones a 205 nm de una sensibilidad de 0.008 A. debido a 
que el C-GMP carece de aminoácidos aromáticos no tiene absorción a 280 nm, se 
determinó que el C-GPM se detecta solo en la gama de 205 nm a 226 nm32. 
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2.2 ADULTERACIONES DE MUESTRAS 
 
Con las condiciones que se proponen anteriormente se decide realizar las 
primeras pruebas para observar el comportamiento de la leche cruda libre de 
adulterante con respecto a las otras muestras variando el porcentaje de 
adulteración con lactosuero. 
 
Se prepararon muestras de leche cruda agregando lactosuero variando el 
porcentaje de adulteración (2,5% 5% 7,5% 10% 12,5% 15% (m/m) y leche cruda). 
Se tomaron los porcentajes masa a masa debido a que en la norma oficial de las 
comunidades europeas en la metodología esta descrito de esta manera para lo 
cual se pesaron 20 g de muestra y se tomaron 20 ml para realizar la preparación 
de muestras y la corrida cromatografía ya explicadas anteriormente 
 
2.3 OBTENCIÓN LACTOSUERO 
 
Hay diferentes maneras de obtener el lactosuero dependiendo el tratamiento o 
proceso que se le aplique. Se quiere determinar cómo se comportan los diferentes 
lactosueros en la leche cruda en un mismo porcentaje de adulteración. Se 
preparan las muestras de los diferentes tratamientos y procesos de lactosuero de 
la siguiente manera: 
 
2.3.1 Lactosuero estándar. Es el lactosuero que ya se describió anteriormente en 
los parámetros de análisis, se prepara una cantidad de 150 ml de leche lo que le 
corresponde a un peso de 0,00168 g de la pastilla de cuajo que fueron pesados en 
una balanza analítica de precisión porque tiene más cifras significativas y el 
resultado es más exacto. 
 
2.3.2 Lactosuero casero. Es un lactosuero recolectado de una preparación 
casera en la cual no se tiene estandarizado la proporcionalidad de cuajo y leche 
cruda es una adición de cuajo relativa. 
 
2.3.3 Lactosuero en polvo. Se pesa 6,45 g de suero en polvo en la balanza 
analítica, luego se afora en un balón hasta obtener una cantidad de 100 ml de 
solución, se agita constantemente hasta formar una sola solución y se pone a 
refrigerar. 
 
2.3.4 Lactosuero liofilizado. Se tomó una muestra del lactosuero estándar, y se 
pasó por un proceso de liofilización que consiste en deshidratar la muestra 
sometiéndola a una rápida congelación y eliminar el hielo mediante un ligero 
calentamiento al vacío que lo transforma en vapor, la muestra resultante queda en 
polvo para poder conocer la relación que hay de agua y lactosuero, ya finalmente 
se agrega la correspondiente agua que estaba en su estado inicial. 
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En su procedimiento primero se pesó el tubo cóncavo sin muestra con un peso de 
13,6351 g, se le agrego 20 ml de lactosuero líquido quedando con un peso de 
33,9888 g, la diferencia de peso del tubo cóncavo sin muestra y con muestra fue 
de 20,3537 g, luego se congelo con nitrógeno líquido y se pudo a liofilizar durante 
un día completo, luego de haber deshidratado la muestra el peso del tubo cóncavo  
era de 14,9264 g por lo que la muestra en si pesaba 1,2913 g. Al realizar la 
conversión de porcentaje de lactosuero en polvo con respecto a los datos 
obtenidos se obtuvo 
 

   lactosuero  
      

       
           

 
2.3.5 Preparación de muestras con lactosuero. La preparación de las muestras 
fueron las siguientes: leche cruda sin adulterar, leche cruda con lactosuero 
estándar al 5% y 10%, leche cruda con lactosuero casero al 5% y 10%, leche 
cruda con lactosuero en polvo al 5% y 10% y leche cruda con lactosuero liofilizado 
al 5% y 10%. 
 
Se prosigue con la respectiva preparación de muestras y corrida cromatográfica. 
 
2.4 COAGULACION ENZIMATICA 
 
Según las pruebas anteriores los lactosueros se comportaban de diferentes 
maneras por lo que se decidió verificar si la concentración de cuajo afecta o 
produce alguna variación en la preparación del lactosuero estándar, y por 
consiguiente en los resultados obtenidos. 
 
2.4.1 Preparación de lactosuero variando concentraciones. Una pastilla de 
cuajo comercial pesa 0,56 g y alcanza para 50 litros de leche, entonces la 
concentración de cuajo se determinó de la siguiente manera: 
 
2.4.1.1 Menor concentración. Una pastilla de cuajo  para 70 litros de leche, la 
relación es 0,008 mg de cuajo sobre mililitro de leche, entonces se prepararon 430 
ml de leche que equivale a 3,44 mg de cuajo, se pesaron experimentalmente 3,40 
miligramos de cuajo en balanza analítica de precisión. 
 
2.4.1.2 Concentración estándar. Una pastilla de cuajo para 50 litros de leche, la 
relación es 0,011 mg de cuajo sobre ml de leche, entonces se prepararon 430 ml 
de leche que equivale a 4,816 mg de cuajo, se pesaron experimentalmente 4,85 
mg de cuajo en balanza analítica de precisión. 
 
2.4.1.3 Mayor concentración. Una pastilla de cuajo para 30 litros de leche, la 
relación es 0,019 mg de cuajo sobre ml de leche, entonces se prepararon 430 ml 
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de leche que equivale a 8,02666 mg de cuajo, se pesaron experimentalmente 8,05 
mg de cuajo en balanza analítica de precisión. 
 
Se utiliza la preparación de lactosuero anteriormente descrito para los de menor 
concentración, la estándar y la de mayor concentración. 
 
2.4.2 Muestras.  Se toman las muestras con concentraciones diferentes y 
porcentajes de lactosuero del 5% y 10%, cada una por duplicado, las muestras de 
mayor concentración será la relación 1/30, las muestras de concentración 
estándar 1/50 y las de menor concentración 1/70. Se realiza su respectiva 
preparación de muestras y corrida cromatográfica 
 
2.5 MADURACION DE LECHE 
 
Se realiza una recolección de muestras por siete días y se analizaron al mismo 
tiempo para observar el comportamiento a mayor madures de la leche cruda. 
Desde el día sábado hasta el día viernes. 
 
Se recogieron muestras de leche cruda en envases de plástico, almacenándolos 
en una nevera para mantener su cadena de frio a una temperatura de 4°C por un 
tiempo de siete días. Se tomaron de la siguiente manera, el día sábado dos 
muestras, el día domingo dos muestras, y los días lunes, martes, miércoles, 
jueves y viernes se recogieron de a tres muestras; de diferentes compartimientos 
del camión donde se trasporta la leche. Todas las muestras se recogieron en una 
hora aproximada de 10 de la mañana. Luego el día lunes (10 días después de 
haber recogido las primeras pruebas del día domingo) se realizó el proceso 
correspondiente a preparación de muestras y corrida cromatografica de las 
muestras recogidas durante toda la semana. 
 
2.6 LÍMITE DE DETECCIÓN 
 
Se determinar el límite mínimo de detección a porcentajes menores al 2,5% de 
adulteración entre los rangos de 0,01% a 2,5%; para poder saber si en porcentajes 
mínimos de adulteración con lactosuero se puede identificar y observar por medio 
de una curva de calibración si mantiene su linealidad. 
 
Se toman las siguientes muestras de leche cruda agregando lactosuero variando 
el porcentaje de adulteración (0,01% 0,1% 0,5% 1% 1,5% 2% 2,5% y leche cruda) 
los porcentajes expresados m/m, se tomaron como pesos de las muestras 50 g. 
Finalmente se realiza la preparación de muestras y corrida cromatografica. 
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2.7 NIVELES DE PRECISIÓN 
 
2.7.1 Reproducibilidad. Se desea reproducir el proceso que se ha venido 
realizando para observar cómo se comporta la leche con diferentes porcentajes de 
adulteración, por lo que dos personas totalmente diferentes siguiendo la 
preparación de muestras y corrida cromatografica realizan su procedimiento por 
aparte, con el fin de determinar que cualquier persona puede efectuar estos tipos 
de análisis. 
 
La persona Nº 1 toma cuatro muestras variando el porcentaje de lactosuero de la 
siguiente manera (5%, 10%, 15% y leche cruda) los porcentajes expresados m/m. 
Se tomaron como pesos de las muestras 50 g. El mismo procedimiento lo realiza 
la persona Nº 2. 
 
Se deja el mismo tiempo de adulteración de las pruebas anteriores, se realiza la 
preparación de muestras y corrida cromatografica antes ya explicadas. 
 
2.7.2 Repetibilidad. Se analiza una serie de pruebas con repetición para poder 
tener un análisis estadístico, obtener así un promedio y finalmente realizar una 
curva de calibración del porcentaje de lactosuero con respecto al área 
cromatografica a partir de pruebas de leche cruda agregando lactosuero variando 
el porcentaje de adulteración. 
 
Se prepararon muestras de leche cruda agregando lactosuero variando el 
porcentaje de adulteración (2,5% 5% 7,5% 10% 12,5% 15% 20% y leche cruda) 
porcentajes en peso a peso, con repetibilidad de cada prueba de 4 veces, y con 
tiempo de adulteración de 3 horas y de 8 horas para todas las muestras. 
 
Se prepararon 4 litros de fase móvil para la cantidad de muestras que se van a 
correr, al igual que 1 litro de TCA para la precipitación de las proteínas. Se 
tomaron como pesos de las muestras 70 g, Se realiza la preparación de muestras 
correspondiente, y la corrida cromatografica se deja con un sistema de apagado 
debido al tiempo de corrida; primero las pruebas de 3 horas y después a las de 8 
horas. 
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3. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA 
 
Se aplicó la técnica analítica de HPLC, basado en el área cromatográfica y el 
tiempo de retención, para detectar la adición fraudulenta de lactosuero en la leche 
cruda buscando una estandarización de la misma. 
 
3.1 SELECCIÓN DE CONDICIONES 
 
Se establecieron condiciones como tipo de columna, flujo, inyección, tiempo de 
corrida y tiempo de adulteración para empezar a realizar las primeras pruebas de 
adulteración con lactosuero. 
 
3.1.1 Columna. Teniendo en cuenta que la columna shodex SW 802.5 maneja un 
intervalo de temperatura entre 10°C a 45°C. Se trabaja isobáricamente a 40°C por 
lo que a una temperatura más alta la fase móvil se vuelve menos viscosa y la 
presión no supera el límite permitido que es de 720 psi, según las  
especificaciones del fabricante para su uso. Se puede trabajar a temperatura 
ambiente pero su poder de resolución es ligeramente menor. 
 
3.1.2 Flujo e inyección. Usando la fase móvil ya descrita se empezó a subir el 
flujo de a 0,1 ml por minuto hasta llegar a 1 ml por minuto como dice la norma de 

las comunidades europeas33, al realizar la primera inyección de 20 L el equipo 
muestra un error debido a que supero la presión máxima establecida (720 psi) por 
lo que se decidió trabajar con un flujo de 0,9 ml por min34. 
 
3.1.3 Tiempo de corrida. Para establecer el tiempo de corrida se tuvo en cuenta 
que la señal de interés referenciada se encuentra a los 15,5 minutos35 y al 
observar en la primera corrida programada a una hora, ver figura 6, que después 
de 35 minutos no aparece otra señal que afecte el siguiente cromatograma, se 
programó un tiempo de corrida de 35 minutos. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

                                            
33 Norma Oficial. Op. cit 
34 Ibid 
35

 Norma Oficial. Op. cit. 
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      Figura 6. Cromatograma de leche con adición del 10% (m/m) de lactosuero. 
 

 
              
             Figura 7. Cromatograma referenciado en norma ecuatoriana. 

 

 
 

3.1.4 Tiempo de adulteración. En el primer ensayo se adulteraron las muestras e 
inmediatamente se les realizo el pre-tratamiento para lo que obtuvimos dos 
Cromatogramas uno de leche cruda sin adulterar y otro de leche cruda adulterada 
con lactosuero al 10% (m/m) y no se observa ninguna variación en la señal de 
interés, ver figura 8, por lo que se resolvió dejar un tiempo límite de adulteración 
de tres horas debido a que este es el tiempo mínimo que dura el recorrido de la 
leche  cruda entre la finca productora y la planta de acopio.  
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Figura 8. 1) Cromatograma de leche exenta de lactosuero,  
                2) Cromatograma de leche con adición del 10% (m/m)  
                de lactosuero sin tiempo de adulteración. 

 

 
 
 
3.2 ADULTERACIONES DE MUESTRAS 
 
Luego de establecer las condiciones de corrida se decide realizar las primeras 
pruebas en el que se hacen adulteraciones variando el porcentaje de lactosuero 
de 0% a 15%. 
 
En el procedimiento de la técnica se tomaron para cada muestra 20 g, los pesos 
de cada muestra se pueden observar en la tabla 2. 
 
      Tabla 2. Pesos de leche cruda y lactosuero a diferentes porcentajes de                    
                    adulteración. 
 

Porcentaje (%) Peso leche cruda (g) Peso lactosuero (g) 

0 20 0 
2,5 19,5 0,5 
5 19 1 

7,5 18,5 1,5 
10 18 2 

12,5 17,5 2,5 
15 17 3 
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Además después de precipitar las proteínas con ácido tricloroacetico y esperar los 
60 minutos se centrifuga para lo que se tiene que tener en cuenta los pesos para 
cargar la centrifuga , Colocar los tubos  de modo que las cargas que tienen la 
misma masa o peso queden colocadas de forma opuesta en el rotor, si se tiene un 
número impar de muestras para ser cargadas, se colocó otra muestra de igual 
peso a modo de siempre formar pares opuestos de igual peso; nunca colar un 
número impar de muestras dentro de la centrifuga, utiliza la balanza para estar 
seguro de la igualdad de los pesos, se calculan los pesos de los tubos de 
centrifugación porque deben de tener un peso similar con una incertidumbre de ± 
0,3 gramos para poder centrifugar de la mejor manera, los pesos de los tubos 
cóncavos se pueden observar en la tabla 3. 
 
          Tabla 3. Corrección de los pesos en tubos cóncavos para una                  
                        centrifugación más adecuada. 
 

  Porcentaje (%) Peso tubos cóncavos Corrección de pesos 

15 41,06 42,06 
12,5 42,16  
10 42,61  
7,5 40,74 42,56 
5 41,18 42,43 

2,5 42,51  
0 44,69  

Agua 44,60  

 
Seguir con la centrifugación y filtración descrita en el diagrama de preparación de 
las muestras de leche cruda, y se hace la corrida cromatografica hasta obtener los 
cromatogramas. 
 
Al obtener los cromatogramas de las muestras realizadas se pudo evidenciar un 
incremento proporcional de la señal cromatografica de interés en el tiempo de 
retención de 9,8 minutos, ver figura 9. 
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Figura 9. Cromatogramas de las muestras 1) leche sin adulterar, 2) 2.5% de   
                lactosuero, 3) 5% de lactosuero, 4) 7.5 % de lactosuero, 5) 10% de   
                lactosuero, 6) 12.5% de lactosuero y 7) 15% de lactosuero con un                   
                interés de la señal en tiempo de retención de 9,8 minutos. 

 

 
 

 
En los cromatogramas obtenidos de las muestras analizas se ve una similitud con 
los cromatogramas que tenemos como referentes bibliográficos en los que 
muestran una tercera señal cuyo tiempo de retención reportado es de 15,5 ± 1 
minutos con la columna TSK 2000 SW y el flujo de la fase móvil de 1ml/min;  al 
trabajar con una columna homologa (columna de exclusión KW-802.5 Shodex ) y 
con un flujo de fase móvil de 0,9ml/min se obtuvo una señal a los 14 minutos, la 
cual corresponde a el GMP. Pero adicional al trabajar con estas condiciones 
encontramos una primera señal con tiempo de retención de 9,8 minutos que no se 
encuentra reportada pero en la cual se observa una proporcionalidad en el área 
cromatográfica con respecto al porcentaje de adulteración, por lo que se decidió 
trabajar en base a esta señal cromatográfica. 

 
3.3 OBTENCION DE LACTOSUERO 
 
Se hizo el correspondiente proceso de preparación de las muestras con los 
diferentes tratamientos y procesos para la obtención de lactosuero con leche 
cruda en el que se tomaron como peso de las muestras  50 g, todas estas 
adulteraciones se hicieron al 10% m/m, los pesos obtenidos de las muestras se 
pueden observar en la tabla 4. 
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      Tabla 4. Pesos de leche cruda; y de diferentes procesos y tratamientos para 
                     la obtención del lactosuero adulterados al 10% peso a peso. 
 

Muestras Peso leche cruda (g) Peso lactosuero (g) 

Leche cruda 50,04 0 
Lactosuero liofilizado 45,07 5,02 

Lactosuero liquido 45,03 4,99 
Lactosuero en polvo 45,02 5,06 
Lactosuero casero 45,04 5,00 

 
 
Se prosigue con esperar el tiempo de adulteración y la precipitación de las 
proteínas, luego antes de centrifugar nuevamente se toman los pesos de los tubos 
cóncavos donde se encuentran las muestras, ver tabla 5. 
 
     Tabla 5. Corrección de pesos de los diferentes procesos y tratamientos para  
                   la obtención de lactosuero para una centrifugación más adecuada. 
 

  Muestras Peso tubos cóncavos (g) Corrección de pesos (g) 

Leche cruda 43,76 43,95 
Lactosuero liofilizado 43,96  
Lactosuero estándar 43,86 44,00 
Lactosuero en polvo 44,01  
Lactosuero casero 44,27  

Agua 44,26  

 
 
Se centrifuga y se filtra descrita en el diagrama de preparación de las muestras de 
leche cruda. Quedando listo para la corrida cromatografica.  
 
Los cromatogramas de las muestras con los diferentes tratamientos y procesos 
para la obtención de lactosuero se pueden evidenciar en la figura 10. 
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     Figura 10. 1) Cromatograma de leche cruda sin adulterar, 2) Cromatograma   
                        de leche cruda con adulteración de lactosuero en polvo, 3)         
                        Cromatograma de leche cruda con adulteración de lactosuero   
                        estándar, 4) Cromatograma de leche cruda con adulteración de  
                        lactosuero liofilizado, 5) Cromatograma de leche cruda con  
                        adulteración de lactosuero casero. Todas estas adulteraciones al                   
                        10% peso a peso. 
 

 
 

En la señal de interés la leche cruda sin adulterar es el área con menor proporción 
con respecto a las demás, en las otras muestras con diferentes adulteraciones se 
puede identificar que la señal con mayor proporción corresponde a la adulteración 
casera (el lactosuero que duro mucho más tiempo de haberse preparado), por lo 
que se puede analizar que el lactosuero con mucho más tiempo genera más 
cantidad de glicomacropéptido de caseína y ofrece una señal mucho mayor con 
respecto a las demás. Lo contrario ocurre con la muestra que se adultero con 
lactosuero en polvo por lo que la señal es la menor sin contar con la muestra de 
leche cruda. Para las demás muestras de adulteración con lactosuero liofilizado y 
estándar dieron muy parecidas y aproximadamente en el promedio de las 
muestras realizadas. 
 
Hay diferencia en las muestras y en cada uno de los lactosueros porque se 
comporta de una manera diferente. La señal cromatografica de interés no se 
mantiene constante en los diferentes lactosueros a pesar de tener las mismas 
concentraciones de adulteración con lactosuero, esto es debido tanto a la 
inactividad de la enzima como la proteólisis del C-GMP. 
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3.4 COAGULACION ENZIMATICA 
 
En este ensayo se busca determinar la relación de crecimiento de GMP en la 
adulteración variando en la concentración de enzima (cuajo) en la preparación del 
lactosuero. Los pesos de las muestras que se realizaron variando la concentración 
de cuajo se pueden observar en la tabla 6, aparte la muestra de leche cruda que 
será el blanco del experimento. Las  pruebas se realizaron por duplicado solo para 
verificar si cada muestra se desarrolló de la mejor manera.   
 
        Tabla 6. Pesos de leche cruda y lactosuero variando las concentraciones  
                      de rennina (cuajo) por duplicado. 
 

Muestra Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g) 

Leche cruda 50,02 0 
1/30 – 10% - 1 45,05 5,01 
1/30 – 5% - 1 47,50 2,51 
1/50 – 10% - 1 44,99 5,01 
1/50 – 5% - 1 47,50 2,49 
1/70 – 10% - 1 45,04 5,03 
1/70 – 5% - 1 47,50 2,49 
1/30 – 10% - 2 45,00 4,99 
1/30 – 5% - 2 47,51 2,50 
1/50 – 10% - 2 45,01 5,00 
1/50 – 5% - 2 47,54 2,51 
1/70 – 10% - 2 44,99 5,01 
1/70 – 5% - 2 47,52 2,51 

 
La corrección de los pesos para las muestras de concentración de cuajo se puede 
ver en la tabla 7. 
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     Tabla 7. Corrección de pesos de muestras de concentración de rennina  
                   (cuajo) variando el porcentaje de adulteración, por duplicado, para 
                   Una centrifugación más adecuada. 
 

Muestras Peso tubos cóncavos (g) Corrección de pesos (g) 

1/30 – 10% - 1 41,76  
1/30 – 5% - 1 43,02 41,71 
1/50 – 10% - 1 43,45 42,25 
1/50 – 5% - 1 42,29  
1/70 – 10% - 1 43,07  
1/70 – 5% - 1 43,47 43,04 
1/30 – 10% - 2 29,78  
1/30 – 5% - 2 26,88 29,85 
1/50 – 10% - 2 29,05  
1/50 – 5% - 2 26,99 29,05 
1/70 – 10% - 2 29,72  
1/70 – 5% - 2 25,59 29,94 
Leche cruda 26,60  

Agua 26,64  

 
Igual q en las demás pruebas se centrifuga, se filtra y se realiza la corrida 
cromatografica. 
 
Las muestras realizadas se comportan de diferentes maneras dependiendo de dos 
factores, primero la concentración del cuajo y segundo el porcentaje de 
adulteración; las muestras de mayor concentración de cuajo la señal 
cromatografica aumenta, lo mismo que sucede con el porcentaje de lactosuero, las 
muestras de 10% siempre fueron  mayores a las de 5%, esto se puede evidenciar 
en la figura 11 y 12. 
 
Con los cromatogramas obtenidos se confrontaron todas las muestras con un 
porcentaje de lactosuero del 5% comparando la leche cruda que es el blanco con 
respecto a las tres diferentes concentraciones, ver figura 11. Y se hizo lo mismo 
con los cromatogramas de las muestras con un porcentaje del 10% comparando la 
leche cruda con las tres diferentes concentraciones, ver figura 12. 
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Figura 11. 1) Cromatograma de leche sin adulterar, 2) Cromatograma de   
                  menor concentración de cuajo, 3) Cromatograma de la medida   
                  estándar de cuajo, 4) Cromatograma de mayor concentración  
                  de cuajo. Las adulteraciones al 5%. 

 

 
 
 

Figura 12. 1) Cromatograma de leche sin adulterar, 2) Cromatograma de              
                 menor concentración de cuajo, 3) Cromatograma de la medida   
                 estándar de cuajo, 4) Cromatograma de mayor concentración  
                 de cuajo. Las adulteraciones al 10%. 
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Tanto la concentración de cuajo como el porcentaje de adulteración son 
importantes para determinar la cantidad de C-GMP. Entre mayor concentración de 
cuajo se utilice para preparar el lactosuero mayor será la cantidad de C-GMP por 
lo tanto el área cromatografica va a aumentar debido a que la enzima entra en 
contacto con la leche va a romper la caseína y general C-GMP. 
 
3.5 MADURACION DE LA LECHE 
 
El principal factor de maduración de la leche es su acidificación, por lo que se 
buscó una relación entre en pH y el porcentaje de GMP para determinar su 
afectación. 
 
Se tomaron los cromatogramas del primer compartimiento de las pruebas que se 
recolectaron durante toda la semana, porque no había una diferencia notable con 
respecto a los demás compartimientos, ver Figura 13.  

 
  Figura 13. Cromatogramas de maduración de la leche tomada del primer                  
                    compartimiento recogidas durante la semana. 
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En la señal cromatografica de interés no se observa diferencia significativa 
dependiendo la madures de la leche, exceptuando la muestra recogida del día 
lunes del primer compartimiento. Por lo que no se puede afirmar una adulteración 
en esta muestra debido a que el día lunes normalmente se hacen lavados y 
cambio de personal, por lo que pudo haber un factor externo que no se puede 
tener en cuenta. 
 
En general no se observan cambios significativos entre la maduración de la leche 
y el área cromatografica de la señal de interés en donde está referenciado el 
glicomacropéptido de caseína. 
 
3.6 LIMITE DE DETECCION 
 
Las muestras que se realizan son muestras con porcentajes desde 0,01% hasta 
2,5% de lactosuero para mirar si se comportan de la misma manera que con 
adulteraciones mayores como se realizó anteriormente. 
En la preparación de las muestras se toma los pesos expresados en miligramos 
debido a que las cantidades para esos porcentajes son pequeñas, por lo que se 
utiliza una balanza de precisión con varias cifras significativas, ver tabla 8. 
 
       Tabla 8. Pesos de leche cruda y lactosuero en las pruebas de límite de   
                      detección en rangos de 0% a 2,5%. 
 

% adulteración Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g) 

0 50 0 
0,01 49,9944 0,0081 
0,1 49,9524 0,0535 
0,5 49,7491 0,2513 
1 49,5002 0,5001 

1,5 49,2493 0,7527 
2 49,0016 0,9959 

2,5 48,7484 1,2505 

 
Luego de adulterar las muestras se realizó todo el procedimiento correspondiente 
a preparación de muestras y corrida cromatografica. Se tomaron los 
cromatogramas de las muestras realizadas y se observa la señal de interés en el 
tiempo de retención de 10 minutos, en la figura 14 se puede observar los 
cromatogramas obtenidos de estas pruebas. Como la cantidad de lactosuero en 
las que se adulteraron las muestras es mínimo, se realizó un acercamiento a la 
señal de interés que se puede observar en la figura 15. 
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      Figura14. Cromatogramas de las muestras del límite de detección. 
 

 
 

       Figura 15. Acercamiento de cromatogramas de las muestras del límite de                
                         detección en la señal de interés de 10 minutos de retención. 
 

 
 

En la figura 15 sobresalen las muestras en las que se adultero a un 2,5% y 2% 
con lactosuero a diferencia de las demás muestras que no se observa diferencia 
significativa. Se toma el área cromatografica para poder realizar una curva de 
calibración  y poder efectuar un mejor análisis de las muestras. 
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El área cromatográfica de las muestras de límite de detección se pueden observar 
en la tabla 9. 
 
         Tabla 9. Área cromatografica de la señal de interés con adulteraciones  
                       en la leche cruda en rangos de 0% a 2,5%. 
 

Muestras % Lactosuero Área GMP 

1 0 0 

2 0,01 3781 

3 0,1 67626 

4 0,5 64446 

5 1 135994 

6 1,5 99326 

7 2 279467 

8 2,5 304887 

 
Con las áreas obtenidas de los cromatogramas se observa una crecimiento 
proporcional entre el área cromatográfica de la señal obtenida a los 9,8 minutos y 
el porcentaje de adulteración exceptuando el punto de 1,5% de lactosuero el cual 
se tomó como un dato anómalo, por lo que no se tienen resultados por triplicado 
para comparar la respuesta, y se calculó su valor a partir de la ecuación ( y = 
121230 x  + 16498)  generada de la regresión lineal realizada con los otros datos 
en los que se obtiene un coeficiente de correlación de 0,9717. 
 
     Grafica 1. Curva de calibración de las pruebas de límite de detección. 
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Las muestras evidenciar una linealidad a medida que aumenta el porcentaje de 
adulteración, y teniendo en cuenta el muestreo anómalo se realizó un ajuste a la 
recta de este punto y se obtiene un curva de calibración por regresión lineal con 
un R2 = 0,9717. 
 
3.7 NIVELES DE PRECISION 
 
3.7.1 Reproducibilidad. Dos personas se encargan de realizar muestras por 
separado desde porcentajes de adulteración de 0% a 15%. Los pesos de las 
muestras de la persona Nº 1 se pueden evidenciar en la tabla 10. 
 

     Tabla 10. Pesos de leche cruda y lactosuero de pruebas de reproducibilidad          
                      variando su porcentaje de adulteración en rangos de 0% a 15% de 
                      la persona Nº 1. 

 
% adulteración Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g) 

0 50 0 
5 46,99 2,49 
10 45,01 5,01 
15 42,50 7,52 

 
Luego la persona Nº 2 realiza el mismo procedimiento de la persona Nº 1, los 
pesos de las muestras se pueden evidenciar en la tabla 11. 
 
     Tabla 11. Pesos de leche cruda y lactosuero de pruebas de reproducibilidad                    
                      variando su porcentaje de adulteración en rangos de 0% a 15% de 
                      la persona Nº 2. 
 

% adulteración Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g) 

0 50 0 
5 47,51 2,50 
10 45,00 5,02 
15 42,51 7,51 

 
Se tomaron los cromatogramas de las dos personas por aparte para poder 
compararlos y mirar su diferencia entre ellos.  
 
Al igual como se ha venido haciendo antes se analiza la señal de interés en el 
tiempo de retención de 10  minutos, y además se realiza una curva de calibración 
para demostrar si presenta linealidad como en las pruebas de repetibilidad 
anteriormente analizadas. 
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Los cromatogramas obtenidos para la persona Nº1 se pueden observar en la 
figura 16 y para la persona Nº2 en la figura 17. 

 
      Figura 16. Cromatogramas de las muestras 1) leche sin adulterar, 2) 5% de   
                        lactosuero, 3) 10% de lactosuero, 4) 15 % de lactosuero con un   
                        interés de la señal en tiempo de retención de 10 minutos para la  
                        persona Nº 1. 
 

 
 
      Figura 17. Cromatogramas de las muestras 1) leche sin adulterar, 2) 5% de   
                        lactosuero, 3) 10% de lactosuero, 4) 15 % de lactosuero con un  
                        interés de la señal en tiempo de retención de 10 minutos para la   
                        persona Nº 2. 
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El área cromatográfica de las muestras de reproducibilidad para las dos personas 
se pueden observar en la tabla 12. 
 
          Tabla 12. Área cromatografica de la señal de interés de las pruebas de   
                          reproducibilidad con adulteraciones en la leche cruda en  
                          rangos de 0% a 15% para persona Nº 1 y persona Nº 2. 
 

% Lactosuero Área persona Nº 1 Área persona Nº 2 

0% 22994 11007 

5% 624701 455134 

10% 1510786 1283205 

15% 2287730 1801865 

 
Con las áreas obtenidas de los cromatogramas se procede a realizar la curva de 
calibración por cada persona. La curva se genera con base a la señal obtenida en 
el tiempo de retención de 10 minutos, para la persona Nº 1 suministrando una 
ecuación de la recta (y = 2E+07x - 40491) con un coeficiente de correlación de 
0.9948, ver grafica 2. Y para la persona Nº 2 suministrando la ecuación de la recta 
(y = 1E+07x – 42294), con un coeficiente de correlación de 0.9869, ver grafica 3. 
 
       Grafica 2. Curva de calibración de las pruebas de reproducibilidad para la   
                         persona Nº 1. 
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       Grafica 3. Curva de calibración de las pruebas de reproducibilidad para la   
                         persona Nº 2. 
 

 
 
El área cromatografica de las dos personas son diferentes, las de la persona Nº 1 
siempre fueron mayores que la persona Nº 2, la cual pudo haber sido por varios 
aspectos, uno de ellos que el tiempo de adulteración no haya sido el mismo o dos 
que no se agito correctamente luego de haber efectuado las adulteraciones. 
 
A la hora de realizar la curva de calibración con las áreas cromatográficas los dos 
resultados fueron muy buenos con coeficientes de correlación mayores de 0,99. 
Verificando así que conserva su linealidad y es proporcional con respecto a los 
porcentajes de adulteración con lactosuero. 
 
3.7.2 Repetibilidad. Se realiza pruebas por cuadruplicado de porcentajes de 
adulteración entre rangos de 0% a 20%. Para poder tener un promedio de las 
áreas cromatográficas con respecto al porcentaje de lactosuero. 
 
Los pesos de las pruebas se pueden evidenciar en la tabla 13. 
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 Tabla 13. Pesos en gramos de las pruebas de repetibilidad. 
 

% 
adulteración 

Pesos (g) 

1 2 3 4 

leche Lacto. leche Lacto. leche Lacto. leche Lacto. 

0 70,02 0 70 0 70,02 0 70,02 0 

2,5 68,27 1,76 68,25 1,75 68,26 1,76 68,26 1,77 

5 66,5 3,57 66,52 3,49 66,52 3,49 66,51 3,49 

7,5 64,75 5,25 64,77 5,26 64,75 5,27 64,76 5,27 

10 63,02 7,01 63,01 7,01 62,99 7,01 63,01 7,01 

12,5 61,26 8,77 61,26 8,76 61,25 8,79 61,24 8,76 

15 59,51 10,48 59,5 10,49 59,49 10,51 59,51 10,54 

20 56,01 14,01 56 13,99 55,99 14 56 13,99 

 
Al obtener los resultados se tomaron una serie de pruebas de las 4 realizadas 
cada una con un tiempo adulteración diferente para realizar los cromatogramas, 
en la figura 18 se puede observar los cromatogramas de 3 horas de adulteración 
en los rangos de 0% a 20% de lactosuero. Y en la figura 19 los mismos 
cromatogramas a 8 horas de adulteración. 
 
Figura 18. Cromatogramas de las muestras 1) leche cruda sin adulterar, 2) 2.5%   
                  de lactosuero, 3) 5% de lactosuero, 4) 7.5 % de lactosuero, 5) 10% de  
                  lactosuero, 6) 12.5% de lactosuero y 7) 15% de lactosuero, 8) 20% de  
                  lactosuero con interés en la señal de tiempo de retención de 10  
                  minutos, con tiempo de adulteración de 3 horas. 
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Figura 19. Cromatogramas de las muestras 1) leche cruda sin adulterar, 2) 2.5%   
                  de lactosuero, 3) 5% de lactosuero, 4) 7.5 % de lactosuero, 5) 10% de  
                  lactosuero, 6) 12.5% de lactosuero y 7) 15% de lactosuero, 8) 20% de  
                  lactosuero con interés en la señal de tiempo de retención de 10  
                  minutos, con tiempo de adulteración de 8 horas. 

 

 
 
Después de haber obtenido los cromatogramas, se realizó la curva de calibración 
con el promedio de los datos obtenidos tanto de 3 horas como de 8 horas, en el 
rango de 0% a 12,5% sin tomar los valores de 15% y 20% ya que no se comportan 
linealmente aparte de que en estos valores se puede detectar la adulteración a 
simple vista como se había mencionado anteriormente. El área cromatográfica de 
las muestras con 3  horas de tiempo de adulteración se pueden observar en la 
tabla 14 y las de 8 horas de adulteración en la tabla 15. 
 
Tabla 14. Área cromatográfica de las pruebas de repetibilidad con 3 horas de   
                adulteración. 
 

% 
Lactosuero 

3h-1 3h-2 3h-3 3h-4 Promedio Desviación 
estándar 

0 0 67014 51373 50696 42270 29171 

2,5 442098 894645 639336 694046 667531 186099 

5 1063808 1308840 1420428 1449147 1310555 175278 

7,5 1536970 2325159 2068358 1818028 1937128 337689 

10 2714688 2622805 2708409 2660367 2676567 43282 

12,5 2759108 3121981 3550755 2679206 3027762 398357 

15 4468529 2950677 3761478 2835231 3503978 763769 

20 4673529 3892593 4603929 5829664 4749928 801666 
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Tabla 15. Área cromatográfica de las pruebas de repetibilidad con 8 horas de  
                adulteración. 

 
% 

Lactosuero 
8h-1 8h-2 8h-3 8h-4 Promedio Desviación 

estándar 

0 19011 72509 69963 65425 56727 25314 

2,5 480752 1016838 351155 824470 668303 306389 

5 855360 1746723 1383988 1170894 1289241 374400 

7,5 1704451 2105908 2186538 1911160 1977014 215361 

10 2315193 2255185 2418300 2441923 2357650 87716 

12,5 3018744 2880328 2549193 2213194 2665364 360111 

15 2960336 2602075 3148652 2622837 2833475 266674 

20 3793819 3822881 4075535 2991064 3670824 470501 

 
Con respecto a los cromatogramas obtenidos se realizar obtener una curva de 
calibración para verificar su linealidad tanto para los ensayos a 3 horas de 
adulteración como para 8 horas. La curva de calibración se genera con base a la 
señal obtenida en el tiempo de retención de 9.8 minutos que presenta incrementos 
proporcionales con el área cromatografía a medida que aumenta el porcentaje de 
lactosuero, se tuvo en cuenta solamente el rango de 0% a 12,5% de adulteración 
debido a que las muestras de 15% y 20% se observa un deterioro evidente en la 
leche, ver figura 20. 
 
                 Figura 20. Muestras de 15% y 20% de adulteración. 
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La curva de calibración para 3 horas de adulteración es lineal suministrando una 
ecuación de la recta (y = 246642x + 68793) con un coeficiente de correlación de 
0.9945, ver grafica 4. 
 
 Grafica 4. Curva de calibración obtenida a partir del promedio del área   
                   cromatográfica con respecto al porcentaje de lactosuero con 3 horas  
                   de adulteración. 
 

 
 
 

La curva de calibración para 8 horas de adulteración es lineal suministrando una 
ecuación de la recta (y = 214846x + 159598) con un coeficiente de correlación de 
0.9822, ver grafica 5. 
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   Grafica 5. Curva de calibración obtenida a partir del promedio del área  
                    cromatográfica con respecto al porcentaje de lactosuero con 8 horas  
                    de adulteración. 
 

 
 
 

Esto permitió generar una curva de calibración. Se llevaron a cabo dos estudios 
similares con tiempos de adulteración de 3 y 8 horas, cada punto en la curva es el 
promedio de un análisis por cuadruplicado. Se obtuvo una linealidad en el rango 
de 0% a 12.5% de adulteración. Los valores del coeficiente de determinación R2 
para cada grafica indican una aceptable correlación entre las dos variables. 
 
A partir de los resultados obtenidos se genera un protocolo de la técnica en la 
Pontifica Universidad Javeriana para desarrollar en el departamento de Química 
en el laboratorio de macromoléculas. 
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LABORATORIO DE 
MACROMOLECULAS 

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA  
FACULTAD DE CIENCIAS 

 

PROTOCOLO DE LA 
TECNICA 

2016-10 

DETERMINACION DE LACTOSUERO EN LA 
LECHE CRUDA POR EL METODO DE 

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA 
(HPLC) 

1) Objeto: 
Este método permite determinar adulteraciones con lactosuero en la leche 
cruda a partir de cromatografía liquida alta eficacia (HPLC). 
2) Alcance: 
El método se aplica a cualquier tipo de leche cruda para determinar la 
adulteración con lactosuero.  
3) Fundamento del método 
Se pone en manifestó la presencia de lactosuero mediante la determinación de 
glicomacropéptido de caseína por cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC) 
previa al pre tratamiento del procedimiento. 
4) Equipos: 
- Balanza analítica 
- Potenciómetro  
- Centrifuga 
- Dispositivo de filtración 
- Equipo de cromatografía liquida de alta eficacia que comprende bombas, 

inyector, columna de exclusión molecular shodex SW 802.5, honro de 
columna, detector PDA e integrador de valle a valle. 

5) Reactivos  
- Ácido tricloroacetico PA-ACS 
- Agua PA-ACS 
- Fosfato monopotasico PA 
- Fosfato dipotasico PA 
- Sodio sulfato PA 
6) Preparación de fase móvil:  
La fase móvil está compuesta por 1,74 g de fosfato dipotásico (k2HPO4), 12,37 
g de fosfato monopotásico (KH2PO4) y 21,41 g de sulfato de sodio (Na2SO4) 
disueltos en 700 ml de agua para HPLC aproximadamente. Ajustar, si es 
necesario, a pH 6,0 con ayuda de una solución de ácido fosfórico o de 
hidróxido de potasio, con concentración de 0,1 M. Completar hasta 1000 ml 
con agua para HPLC y homogenizar. 
7) Preparación de ácido tricloroacetico: 
Disolver 240 g de ácido tricloroacético en agua para HPLC y completar hasta 
1000 ml. Con una concentración de  2 M. 
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8) Procedimiento: 

- Recolección de leche cruda, la cual se realizó en la planta de producción de 
Cajicá en envases de plásticos esterilizados y transportados al laboratorio 
en una nevera con refrigeración a 4°C para mantener su cadena frio. 

- Se adultera la leche cruda con lactosuero en porcentajes peso a peso en 
una balanza analítica, se toma como peso 50 gramos de muestras, se 
agitan y se dejan en refrigeración durante tres horas. 

- Trasvasar 20 ml de la muestra a un vaso precipitado de 50 ml, llevar a 
temperatura ambiente. 

- Añadir en 2 minutos 10 ml de la solución de ácido tricloroacético empleando 
una pipeta y agitando constantemente con la ayuda de un agitador, 
mantener a 25°C durante 60 minutos para precipitación de proteínas. 

- Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm para separar el precipitado del 
sobrenadante. 

- Con ayuda de una jeringa de 30 ml recolectar el sobrenadante y pasar por 
un filtro de membrana de poro 0.22 µm y recolectar 2ml en un vial el 
sobrenadante. 

- Se inyectan 20 µl del sobrenadante de las muestras en un equipo HPLC 
Shimadzu Prominence con un flujo de 0,9 ml/min de la fase móvil, usando 
una columna de exclusión KW-802.5 Shodex a 40°C con un detector PDA 
que permita efectuar mediciones a 205nm y un tiempo de corrida de 35 
minutos. 

- Lavar la columna con agua o en toda interrupción superior a veinticuatro 
horas, a un flujo de 0.5 ml por minuto. 

- Obtención de los Cromatogramas y con ayuda del software shimadzu LC 
solution se obtienen las áreas cromatografías de la señal de interés. 

9) Resultados: 
Se toma la señal de tiempo de retención de aproximadamente 10 minutos del 
perfil cromatografico, se obtiene el área bajo la curva con ayuda del programa 
shimadzu LC solution y finalmente se obtiene una curva de calibración del 
porcentaje de adulteración con respecto al área cromatografica. 
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4. COSTOS DE IMPLEMENTACION DE LA PROPUESTA 
 
Los costos que se deben de tener en cuenta para la implementación de la 
propuesta se dividen en dos partes, la primera es el costos indirectos en donde 
hace parte valores como reactivos, insumos, agua tipo I, columna y pre columna. 
Y segundo los costos directos que incluyen gasto en mano de obra de supervisión, 
mano de obra de operación, mantenimiento y uso de equipos. Todos los costos se 
realizan a partir de una muestra. 
 
4.1 COSTOS INDIRECTOS 
 
4.1.1 Costos de reactivos. Se tienen en cuentas los reactivos que se utilizan en 
la preparación de fase móvil y en la precipitación de proteínas.  
 
4.1.1.1 Fase móvil. La preparación para un litro de fase móvil corresponde a 1,74 
g de fosfato dipotasico (K2HPO4), 12,37 g de fosfato monopotasico (KH2PO4) y 
21,41 g de sulfato de sodio (Na2SO4). Para una muestra se necesita poner a correr 
la fase móvil por una hora para estabilizar, además la corrida por cada muestra es 
de 35 min, con un flujo de 0,9 ml/min. 
 
Aproximadamente se gastan 100 ml de fase móvil para la corrida de una muestra, 
60 ml para estabilizar el equipo y 40 ml que se gasta en la corrida que dura 35 
min, por lo que las nuevas cantidades que se utilizan para las pruebas 
corresponde a 0,174 g de fosfato dipotasico (K2HPO4), 1,237 g de fosfato 
monopotasico (KH2PO4) y 2,141 g de sulfato de sodio (Na2SO4). 
 
Un kg de K2HPO4 vale $291.160, si se requieren 0,174 g de K2HPO4 el costo es 
de: 

               
 
Un Kg de KH2PO4 vale $145.000, si se requieren 1,237 g de KH2PO4 el costo es 
de:  

                
 
Un kg de Na2SO4 vale $92.800, si se requieren 2,141 g de Na2SO4 el costo es de: 
 

                
 
4.1.1.2 Ácido tricloroacético. Para cada muestra se utilizan 10 ml de TCA, La 
preparación de ácido tricloroacético es de 240 g  para un litro de solución. Se 
necesitan 2,4 g para 10 ml de solución. 
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Un kg de TCA vale $440.452, si se requieren 2,4 g de TCA el costo es de: 
 

               
 
A continuación se encuentra la tabla de costos de reactivos utilizados en el 
proceso: 
 
                         Tabla 16. Costos de reactivos 
 

Reactivo Cantidad Precio 

Ácido Tricloroacetico 2,4 g $1.057,08 

fosfato dipotasico 0,174 g $50,66 

fosfato monopotasico 1,237 g $179,36 

Sodio Sulfato 2,141 g $198,68 

TOTAL  $1.485,797 

. 
4.1.2 Costos de insumos. Insumos como filtros de membrana, unidades de 
filtración, tubos cóncavos para centrifuga, jeringas y demás insumos. 
  
4.1.2.1 Membrana millipore en nylon. Membrana millipore en nylon de 0,22 
micras de poro y 47 mm de diámetro se necesitan una por cada prueba. 
 
La caja de  estas membranas cuestan $751.687 por 100 unidades, si se requiere 
una unidad el costo es de: 
 

                         

 
4.1.2.2 Unidades de filtracion millipore tipo millex. Para las unidades de 
filtracion millipore, tipo millex se necesita una unidad en el desarrollo de una 
prueba. 
 
La caja de estas unidades de filtración cuestan $1.283.610 por 100 unidades, si se 
requieren una unidad el costo es de: 
 

                             
 
4.1.2.3 Tubos cóncavos para centrifuga de 50 ml. Los tubos cóncavos para 
centrifuga de 50 ml se necesitan una por prueba. La caja de tubos para centrifuga 
cuestan $174.928 por 50 unidades, si se requiere una unidad el costo es de: 
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4.1.2.4 Jeringas de 20 ml. Para las jeringas de 20 ml se necesitan una por 
prueba. La caja de jeringas cuestan $50.344 por 80 unidades, si se requieren una 
unidad el costo es de: 
 

                 

 
4.1.2.5 Pastilla de cuajo. También se debe tener en cuenta una pastilla de cuajo 
para la preparación del lactosuero, teniendo un costo de: 
 

              

 
A continuación se encuentra la tabla de insumos utilizado en el proceso: 
 
   Tabla 17. Costo insumos. 
 

MATERIALES Cantidad Precio 

Membrana millipore en nylon 0,22 micras de poro 47mm de 
diámetro 

1 und.  
$7.516,9 

Unidades de filtracion millipore, tipo millex. Membrana durapore 
de 0,22 micras, 33 mm de diámetro. 

1 und.  
$12.836,1 

Tubos cóncavos de 50 ml para centrifuga 1 und.  
$3.498,6 

Jeringas de 20 ml 1 und.  
$629,3 

Pastilla de cuajo 1 und.  
$1.000 

TOTAL   
$25.480,9 

 
4.1.3 Costo agua tipo I. El agua tipo I utilizado para la preparación de fase móvil, 
ácido tricloroacetico, mantenimiento de columna y para la purga de los materiales 
utilizados por prueba es aproximadamente  300 ml. Si el litro vale $80.000, el 
costo por los 300 ml es de:  
 

                     

 
4.1.4 Costos columna y pre columna. La columna de exclusión molecular 
shodex KW-802.5 tiene un costo de $3.563.973,9 y una pre-columna con un costo 
de $1.430.366,4; tiene una vida útil de 1000 corridas, por lo tanto el costo de la 
columna y pre columna por corrida es de aproximadamente: 
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4.2 COSTOS DIRECTOS 
 
Estos incluyen los siguientes gastos: mano de obra de supervisión, mano de obra 
de operación, mantenimiento y uso de equipos. 
 
4.2.1 Mano de obra supervisión. La mano de obra de supervisión es de 
aproximadamente $3.000.000 mensual, el cual dirige el operario, está pendiente 
del buen uso y desarrollo del procedimiento. La mano de obra de supervisión por 
día es aproximadamente de: 
 

                                

 
4.2.2 Mano de obra operación. La mano de obra de operación para un técnico es 
de aproximadamente $1.800.000 mensual, en el que se encarga de todo el 
proceso de pre tratamiento, tratamiento y corrida en el equipo de cromatografía. 
Un operario se encarga del desarrollo el procedimiento ya mencionado, el valor de 
mano de obra de operación del funcionario por día es de: 
 

                             

 
4.2.3 Mantenimiento. Los costos de mantenimiento preventivo del equipo de 
cromatografía liquida de alta eficacia HPLC se realizan cada año por un valor de 
$8.000.000, el valor de este mantenimiento por prueba tiene un costo aproximado 
de: 
 

                                  

 
Y los costos de mantenimiento correctivo dependen del tipo de problema que se 
esté generando, el tiempo aproximado para este tipo de mantenimiento es de cada 
5 años por un valor aproximado de $20.000.000, el valor de este mantenimiento 
por prueba tiene un costo aproximado de: 
 

                                  
 
4.2.4 Uso de equipos. Contando el equipo completo de cromatografía liquida de 
alta eficacia, centrifuga, baño maría, filtración a vacío, potenciómetro, balanza y 
demás. 
 
4.2.4.1 HPLC. El equipo de cromatografía liquida de alta eficacia que comprende 
los reservorios, bomba A y B, automuestreador, horno con termostato, detector 
PDA, integrador de valle a valle, tiene un valor de $150.000.000 con una vida útil 
de 15 años, el valor de este equipo por prueba es de aproximadamente: 
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4.2.4.2 Centrifuga refrigerada. La centrifuga refrigerada tiene un valor de 
$4.500.000 con una vida útil de 5 años, el valor de este equipo por prueba es de: 
 

                              

 
4.2.4.3 Otros equipos. Como filtración a vacío, baño ultrasonido, potenciómetro y 
balanza tiene un valor por prueba aproximadamente de: 
 

                           

 
Tabla 18. Costos totales 
 

Ítem Costo 

Reactivos $1.485 

Insumos $25.480 

Agua tipo I $24.000 

Columna y precolumna $5.000 

Mano obra $160.000 

Mantenimiento $33.000 

uso equipos $35.500 

TOTAL $284.465 

 
El costo total para la implementación de la propuesta contando los reactivos, 
insumos, agua tipo I columna, precolumna, mano de obra tanto de supervisión 
como de operación, mantenimiento y uso de equipos es de aproximadamente 
$284.500 por muestra. 
 
4.2.5 Implementación de la propuesta en la empresa. Si la empresa Productos 
Naturales de la Sabana desea implementar la compra del equipo de cromatografía 
liquida de alta eficacia, para el desarrollo de estas pruebas en la empresa, la 
compra de reactivos, insumos y demás gastos se tendrían que comprar por cajas, 
kilogramos o por litros, los nuevos costos serían los siguientes: 
 
4.2.5.1 Costos reactivos. Un kg de K2HPO4 vale $291.160, Un Kg de KH2PO4 

vale $145.000, un kg de Na2SO4 vale $92.800 y un kg de TCA vale $440.452. 
 
4.2.5.2 Costos insumos. La caja de membranas millipore en nylon por 100 
unidades cuestan $751.687, la caja de unidades de filtracion millipore tipo millex 
por cien unidades cuestan $1.283.610, la caja de tubos cóncavos para centrifuga 
por 50 unidades cuestan $174.928, la caja de jeringas por 80 unidades cuesta 
$50.344 y la pastilla de cuajo para la preparación de lactosuero cuesta $1.000. 
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4.2.5.3 Costos agua tipo I. El litro de agua tipo I cuesta $80.000. 
 
4.2.5.4 Costos columna y precolumna. La columna de exclusión molecular 
shodex KW-802.5 tiene un costo de $3.563.973,9 y una pre-columna con un costo 
de $1.430.366,4. 
 
4.2.5.5 Equipos. El equipo de cromatografía liquida de alta eficacia que 
comprende los reservorios, bomba A y B, automuestreador, horno con termostato, 
detector PDA, integrador de valle a valle, tiene un valor de $150.000.000, la 
centrifuga refrigerada tiene un valor de $4.500.000, el equipo de filtración a vacío 
tiene un valor de $750.000, el potenciómetro tiene un valor de $4.000.000, el baño 
ultrasonido tiene un valor de $3.000.000 y la balanza analítica tiene un valor de 
$2.000.000. 
 
                      Tabla 19. Costos totales implementación en la empresa. 
 

Ítem Costo 

Reactivos $969.412 

Insumos $2.261.569 

Agua tipo I $80.000 

Columna y precolumna $4.994.340 

Equipos $164.250.000 

TOTAL $172.555.321 

 
El costo total si la empresa productos naturales de la sabana S.A desea 
implementar la técnica en la empresa tiene un costo total de $172.555.321. 
 
Suponiendo que un proveedor de la empresa esté realizando este tipo de 
adulteraciones al 10 %, y el proveedor más pequeño que tiene la empresa posee 
un número de vacas mínimo de 32, por lo que se decidió hacer un análisis para las 
pérdidas anuales. 
                                     Tabla 20. Análisis costo beneficio. 
 

Ítem Cantidad 

Numero de vacas 32 

Litros de leche por vaca 15 

Litros al día 480 

Adición de suero 10% 0,1 

Suero recibido (L/día) 48 

Costo leche (L) $1.000 

Pérdidas al día $48.000 

Pérdidas al año $17.520.000 
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Las pérdidas anuales por un proveedor que esté realizando estas adulteraciones 
al 10% son de $17.520.000. Por lo que se estaría recuperando el costo invertido 
de este tipo de adulteración con lactosuero. 
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5. CONCLUSIONES 
 
- Adulteraciones mayores al 15% de lactosuero generan un deterioro visible en 

las propiedades fisicoquímicas de leche. 
 

- El método desarrollado permite un análisis de las muestras a través de una 
regresión lineal en la que se obtiene una curva de calibración con un R2 > 0,99 
que determina la cantidad de adulteración. 
 

- Teniendo en cuenta las implicaciones legales que tiene este tipo de 
adulteración se considera una técnica económica para empezar a controlar el 
fraude de una manera más segura y efectiva. 
 

- En Colombia no se ha desarrollado una técnica que permita cuantificar esta 
adulteración, por lo que a partir de este trabajo se puede proponer una 
metodología para generar una normativa.36 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                            
Como resultado del trabajo desarrollado este último año se participó en el XIII 

Congreso latinoamericano de microbiología e higiene de alimentos obteniendo el 

primer puesto al mejor trabajo de pregrado del premio ACTA 40 años. 
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6. RECOMENDACIONES 
 
- La adulteración de la leche sigue siendo una preocupación, los esfuerzos 

deben ser hechos por las autoridades reguladoras, los productores, los 
procesadores y los proveedores a fin de proteger la calidad y autenticidad del 
producto. 

 
- El tiempo de análisis para este tipo de pruebas es de dos horas teniendo en 

cuenta la precipitación de proteínas con ácido tricloroacetico de una hora, 
centrifugación de 10 minutos, estabilización de la fase móvil para la corrida de 
15 minutos y corrida cromatografica de 35 minutos. 
 

- Cuando la leche se adultera con concentraciones mayores al 15% el deterioro 
de la leche se puede observar a simple vista, por lo que se aconseja hacer un 
análisis entre los rangos de 12,5% y 15% para saber con exactitud en que 
porcentaje se empieza a evidenciar este deterioro. 
 

- Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas de límite de 
detección se recomienda validar los resultados haciendo niveles de precisión a 
nivel laboratorio con análisis de reproducibilidad y repetitividad. 

 
  



71 
 

BIBLIOGRAFIA 
 
AGUDELO GOMEZ, D. A. y BEDOYA MEJIA, O. Composición nutricional de la 
leche de ganado vacuno. Antioquia, Colombia. Vol 2, No. 1 (enero- junio 2005); p. 
38 - 42. 
 
AGUILAR, M. HPLC of peptides and proteins methods and protocols. Australia. 
Humana Press, 2004. p. 3 – 4. 
 
ALCAZAR MONTAÑEZ, C.D., ROSAS RAMIREZ, J., JARAMILLO ARANGO, C. J. 
y PEÑA BETANCOURT, S. D. Detección de glucomacropeptido (GMP) como 
indicador de adulteración con suero de quesería en leche deshidratada. México. 
Vol. 31, No. 3. 2000; p. 217 - 222. 
 
ALVARADO CARRASCO, C. y GUERRA, M. Lactosuero como fuente de péptidos 
bioactivos. Venezuela. Vol. 23, No. 1. 2010; p 42 – 49. 
 
BARO, L., JIMENEZ, J., MARTINEZ FEREZ, A. y BOUZA, J. Péptidos y proteínas 
de la leche con propiedades funcionales. España. Vol. 42 No. 3-4. 2001; p. 135 – 
145. 
 
BRUNSER, O. El papel de las bifidobacterias en el funcionamiento del organismo 
humano. Santiago, Chile. Vol. 40, No. 3 (27, agosto, 2013); p. 303 – 308. 
 
EL-SALAM, M. H., EL-SHIBINY, S. y BUCHHEIM, W. Characteristics and potential 
uses of the casein macropeptide. El Cairo, Egipto. Vol. 6, No. 4. 1996; p 327 – 
341. 
 
GALINDO AMAYA, L. M., COLMENARES, E. V. y VILLAROEL, E.R. 
Estandarización de la detección del glicomacropéptido por PAGE-SDS como 
índice de adulteración de leche. Maracaibo, Venezuela. Vol. 16, No. 3. 2006; p. 
308 – 314. 
 
GUEVARA GARAY, L. U., CUERTAS CASTAÑO, D. A. y LLANO NARANJO, F. 
Kappa caseína de la leche: aspectos bioquímicos, moleculares, productivos y 
nutricionales. Risaralda, Colombia. Vol. 20 No. 1. 2014; p. 29 – 33. 
 
INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. 
Documentación. Presentación de tesis, trabajos de grado y otros trabajos de 
investigación. NTC 1486. Sexta actualización. Bogotá: El instituto, 1998. 
 
_ _ _ _ _ _ _ _. Referencias bibliográficas, contenido, forma y estructura. NTC 
5613. Bogotá: El instituto, 2008. 
 



72 
 

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ . Referencias documentales para fuentes de información 
electrónica. NTC 4490. Bogotá: El instituto, 1998. 
 
ISIDRA RECIO, M. R., GARCIA RISCO, R. L. y AGUSTIN OLANO, M. R. 
Detection of rennet whey solids in UHT milk by capillary electrophoresis. Madrid, 
España. Vol. 10, No. 5. 2000; p. 333 – 338. 
 
MIRALLES BURAGLIA, B. Deteccion de caseinato y suero en leche y productos 
lácteos mediante técnicas electoforeticas, cromatográficas y espectroscópicas. 
Madrid, España. 2001; p. 1 – 231. 
 
Norma Oficial. Investigación del suero de leche en polvo en la leche desnatada al 
almacenamiento público mediante determinación de los glicomacropéptidos por 
cromatografía liquida de alto rendimiento. Vol. 1, No. 1. 2001; p. 63 - 68. 
 
PARRA HUERTAS, R. A. Lactosuero: importancia en la industria de alimentos. 
Medellín, Colombia. Vol. 62, No. 1. 2009; p. 4967 – 4982. 
 
PARZANESE, M. Tecnologías para la industria alimentaria. Procesamiento de 
lactosuero. Alimentos Argentinos, una elección natural; p. 1 – 9 disponible en: 
http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Tecnologia/tecnologia/Fich
a_13_Lactosuero.pdf. 
 
RAJAN SHARMA, N. y BIMLESH MANN, Y.S. Chemical and functional properties 
of glycomacropeptide (GMP) and its role in the detection of cheese whey 
adulteration in milk: a review. India. Vol 93, No. 1. 2013; p. 21 - 43. 
 
RAMIREZ AYALA, A., VEGA Y LEON, S., PRADO FLOREZ, G. Y GUTIEREZ, R. 
Aplicación de tres métodos analíticos para la detección de suero de quesería en 
leche UHT comercializada en la cuidad de Mexico. Venezuela. Vol. 34, No. 6. 
(junio, 2009); p. 406 – 412. 
 
RANGEL, A.C., RODRIGUEZ, V.C. y MARTINEZ, N. Determinación de 
adulterantes en leches crudas acopiadas en procesadoras de quesos en Montería. 
Córdoba, Colombia. Vol. 17, No. 2 (27, noviembre, 2013); p. 202 – 206. 
 
Real Decreto. Método oficial de análisis de leche y productos lácteos. España. (3, 
enero, 1994); p. 62 – 64. 
 
SALAMANCA, M. S. y RESTREPO SALAZAR, J.C. Características fisicoquímicas 
y microbiológicas de la leche cruda para consumo humano. Ministerio de la 
Protección Social, Decreto 1880 capitulo III, articulo 6 y 7. 2011; p. 4 – 5. 
 

http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Tecnologia/tecnologia/Ficha_13_Lactosuero.pdf
http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Tecnologia/tecnologia/Ficha_13_Lactosuero.pdf


73 
 

TRIANA, L. Determinación de suero de quesería en la leche fluida y en polvo. 
Método de Cromatografía Liquida de Alta Eficacia. Norma Técnica Ecuatoriana. 
NTE 2401. 2008. P. 1 – 12. 
 
URBAN, G., PEREZ, N., VEGA, S., FRESAN, C., PEREZ. J., PRADO, G., 
GONZALEZ, M., GONZALES, C. y RAMIREZ, A. Separación por electroforesis 
(PAGE-SDS) del caseinomacropeptido liberado por quimosina sobre la k-caseína. 
Efecto de proteólisis por bacterias psicrótrofas. México D.F. Vol. 26, No. 2. 1998; 
p. 110 – 120. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



74 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 

 



75 
 

ANEXO A 
 

CROMATOGRAMA  DE DURACIÓN DE TIEMPO DE CORRIDA 
 

Figura 6. Duración tiempo de corrida. 
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ANEXO B 
 

CROMATOGRAMAS REFERENCIADOS EN LA NORMA ECUATORIANA 
 

 Figura 7. Referencia norma ecuatoriana. 
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ANEXO C 
 

CROMATOGRAMA DE MUESTRA SIN TIEMPO DE ADULTERACIÓN 
 

Figura 8. Prueba sin tiempo de adulteración. 
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ANEXO D 
 

CROMATOGRAMAS ADULTERACIÓN DE MUESTRAS 0% 2,5% 5% 7,5% 10% 
12,5% Y 15%. 

 
Figura 9. Adulteraciones en rangos de 0%- 15%. 
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Figura 9. (Continuación). 
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Figura 9. (Continuacion). 
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Figura 9. (Continuacion). 
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ANEXO E 
 

CROMATOGRAMAS DE PRUEBAS DE OBTENCIÓN DE LACTOSUERO  
 

Figura 10. Pruebas obtención de lactosuero a partir de diferentes procesos y 
tratamientos (leche cruda, lactosuero polvo, lactosuero estándar, lactosuero 
liofilizado y lactosuero casero). 
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Figura 10. (Continuacion). 
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Figura 10. (Continuacion) 
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ANEXO F 
 

CROMATOGRAMAS DE COAGULACIÓN ENZIMÁTICA 
 
Figura 11. Pruebas coagulación enzimática al 5%. 
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Figura 11. (Continuacion). 
 

 
 
Figura 12. Coagulación enzimática al 10%. 
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ANEXO G 
 

CROMATOGRAMAS DE MADURACIÓN DE LA LECHE (SÁBADO-VIERNES) 
 

Figura 13. Pruebas maduración de la leche. 
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Figura 13. (Continuación). 
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Figura 13. (Continuacion). 
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Figura 13. (Continuacion). 
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ANEXO H  
 

CROMATOGRAMAS DE LÍMITE DE DETECCIÓN (0,01%-2,5%) 
 
Figura 14. Pruebas de límite de detección con acercamiento a la señal de 
referencia. 
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Figura 14. (Continuacion). 
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Figura 14. (Continuacion). 
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Figura 14. (Continuacion). 
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ANEXO I 
 

CROMATOGRAMAS DE REPRODUCIBILIDAD DE PERSONA Nº1 (0%-15%) 
 
Figura 16. Pruebas de reproducibilidad de persona Nº1. 
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Figura 16. (Continuacion). 
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Figura 17. Pruebas de reproducibilidad de persona Nº2. 
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Figura 17. (Continuacion). 
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ANEXO J 
 

CROMATOGRAMAS DE REPETIBILIDAD A 3 HORAS DE ADULTERACIÓN 
 
 Figura 18. Pruebas de repetibilidad a 3 horas de adulteración. 
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Figura 18. (Continuacion). 
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Figura 18. (Continuacion). 
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Figura 18. (Continuacion). 
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Figura 19. Pruebas de repetibilidad a 8 horas de adulteración. 
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Figura 19. (Continuacion). 
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Figura 19. (Continuacion). 
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Figura 19. (Continuacion). 
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ANEXO K 
 

COTIZACIONES REACTIVOS E INSUMOS 
 
Tabla 18. Costos totales. 
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Tabla 18. (Continuacion). 
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Tabla 18. (Continuacion) 
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ANEXO L 
 

COTIZACION COLUMNA Y PRECOLUMNA 
 

Tabla 18. (Continuación). 
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ANEXO M 
 

CERTIFICACIONES CONGRESO 
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ANEXO N 
 

FICHAS TECNICAS DE REACTIVOS 
 

Tabla 1. Fichas Técnicas de reactivos. 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
 

 



118 
 

Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuacion). 
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Tabla 1. (Continuación). 
 

 






