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" SUMMARY

The possibility of masking the yatering of milk by addition
of sucrose has been verified.

Known methods for its investigation are theroretically and
experimentally reviewed and critically avaluated. A simple and quick
test based on Seliwanoff’s reaction is then proposed; it enables the
detection of as little as 0.1 % sucrose in milk.

Experimental detfails are given.

A comparative method with standard scales is then propo-
sed for its quick quantitative determination.

Twenty four references.

I. INTRODUCCION

Existe la posibilidad, ya comprobada en nuestro pais y en este
Servicio por Tomeo Ibarra'’’, de enmascarar el aguamiento de la leche
mediante la incorporacion de sacarosa a ésta.

Nosotros hemos comprobado ademas que, la cantidad minima de
sacarosa capaz de encubrir algin aguamiento apreciable, es del orden
de 1 a 2 gramos por litro de leche aguada.

Pero como esta cantidad de sacarosa sé6lo permite agregar agua en
un porcentaje muy bajo, por lo general la incorporacion de este aziicar
debera hacerse en cantidades bastante mayores para que resulte lucra-
tiva tal manipulacion dolosa.
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Dado que la casi totalidad de la leche que llega a Montevideo se
recibe en las Usinas de Pasteurizacion, la mayor tarea en la represion
de este fraude correspondera a los laboratorios que controlan esa re-
cepcion de leche. Y en la eleccion de una técnica analitica se debera
tener en cuenta el factor tiempo a fin de no cntmpecer el trabajo de
volcar y pesar el producto que se recibe.

El objeto del presente trabajo es, pues, contribuir a poner de
manifiesto esta accion fraudulenta, estudiando las posibilidades de ca-
racterizar y dosificar en forma rapida la sacarosa, cuando esta en pre-
sencia de cantidades mucho mayores de lactosa, en la leche. Para ello
‘revisamos todas las técnicas ya propuestas con el fin de seleccionar la
que resulte mas conveniente para el examen rutinario de la leche, de
acuerdo al siguiente criterio:
| 1) La téenica debe ofrecer exactitud en sus resultados y permitir

la caracterizacion de la cantidad minima indicada anterior-
mente.

2) Tiene que ser rapida en su desarrollo.

3) Permitir la mayor sencillez en las manipulaciones a realizar.

Luego de este estudio comparativo se proponen las modificaciones
a introducir en la técnica clasica de la reaccion de Seliwanoff para
adaptarla al criterio precedentemente expuesto.

Como la sacarosa no es un componente natural de la leche, la sola
comprobacion cualitativa de su existencia en ella, basta para que #sta
sea pasible de comiso. Pero como en ciertos casos puede resultar de
interés establecer también, aunque sea aproximadamente, la entidad
del fraude, completamos nuestro trabajo proponiendo un método ra-
pido de dosificacién de la sacarosa en la leche, que lo hace aplicable
al trabajo corriente en los laboratorios que la mntrolan a] Hegar a las
Usinas de Pasteurizacion,

1) CARACTERIZACION DIRECTA DE LA SA(‘AROSA
EN PRESENCIA DE LACTOSA

Se han propuesto varias técnicas que permiten caracterizar la saca-
rosa, aun en presencia de otro aziicar. Estas técnicas son las siguientes:

A) Pictet® ha estudiado una reaccién caracteristica para la sa-
carosa. Mezclando en frio voldmenes iguales de solucién saturada de
CuSO; en agua y la solucién de sacarosa, al cabo de varias ]101as_*~e_
depositan critsales de CioH2:011.CuS0;.4H, . Esta reaccion no la dan
las pentosas, hexosas, biosas y triosas comunes e incluso los isomeros
sintéticos de la sacarosa. Presenta, sin embargo, el inconveniente de
exigir soluciones concentradas de sacarosa y al apllcarse a la investi-
cacion en la leche obligaria a una clarificacién y concentracién previa
(_1e ésta.

B) Sales de Cobalto. Denigeés® propone realizar la investigacion
de la sacarosa efectuando la reaccién siguiente, debida a Papaqon‘]]. A
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- una solucién acuosa de sacarosa, agregar algunas gotas de solucién
al 5 % de Co(NO;3), y luego un ligero exceso de lejia de soda (D. 1,33).
Si hay sacarosa el liquido toma un tinte amatista persistente. La lactosa
da lugar a un tinte azul fugaz pero, frente a grandes cantidades de
ésla, tiene lugar la formacion de un precipitado que enmascara la reac-
cion con la sacarosa. Este hecho lo comprobamos experimentalmente
- usando leches puras y por lo tanto resulta inaplicable en nuestro caso.

C) Existen otros métodos, todos ellos largos y a veces tediosos,
que permiten resolver el problema constituido por una mezcla de saca-
rosa y lactosa. Entre ellos tenemos:

a) Los que realizan dos dctermmauones polarimétricas o sacari-
melricas en condiciones diferentes (analisis indirecto) y los
que combinan una polarimetria o sacarimetria con una deter-
minacion del poder reductor. Ambas maneras constituyen pro-
cedimientos muy largos y arrojan resultados dudosos cuando
la relacién entre _

(Sacarosa)
—— 0,1
(Lactosa)

bh) Otra manera de investigar la sacarosa es el método bioquimico
de Bourquelot. Este investigador observé que cuando acita
una enzima sobre un di, tri o tetrasacarido, existe una relacion
fija entre el cambio del poder reductor y el cambio en la des-
viacion polarimétrica. Esa relacion denominada “Indice de
reduccion enzimolitico (IRE)” permite establecer con seguri-
dad la presencia de sacarosa, rafinosa, estaquiosa, etec.

Este método es de indudable Valor pero su adopmon en el examen
diario de la leche presenta los inconvenientes propios de toda manipu-
lacién larga y cuidadosa,

Como se puede apreciar en lo que acabamos de exponer, los mé-
todos de investigaciéon de la sacarosa por via directa no reunen las
condiciones de exaclltud rapidez y sencillez necesarias para su adop-
cién en los laboratorios que controlan la recepcion de leche.

Veamos entonces la posibilidad de realizar esta investigacién por
via indirecta. Para ello vamos a referirnos primero, ])revemente, a'la
constituciéon quimica de ambos aziicares y a los productos de descom-
posicion hidrolitica a que dan lugar.

IT1I) CONSTITUCION 'QUIMICA DE LA LACTOSA
Y DE LA SACAROSA

Ambos azicares estan clasificados como biosas o disacaridos. Las
biosas estan: constituidas por la combinacién de dos monosas con pér-
dida de una molécula de agua. La descomposicién hidrolitica de las
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biosas, por acciéon de los fermentos o de los acidos, deja libertad las
monosas de que estan formadas.

a) Lactosa

La lactosa, euyo nombre atendiendo a su eonstitucion, es d-galacto-
piranésido-1-4-d—glucopiranosa, da por hidrélisis una molécula de
galactosa v una molécula de glueosa. La galactosa es una monosa que
presenta un equilibrio entre sus formas furanosa y piranosa, corres-
pondiendo a esta ultima mayor estabilidad. La glucosa es otra monosa
isémera de la anterior y queda bajo una forma piranoide estable.

Estas monosas pertenecen al grupo de las aldesas (con funcion
seudo-aldehido).

b)  Sacarosa

La sacarosa, cuyo nombre atendiendo a su constitucion, es d-gluco-
piranosa—1-2—d-fructofuranésido, por hidrélisis da lugar a una molé-
cula de glucosa y una de fructosa o levulosa. La fructosa es una
monosa del grupo de las cetonas (con funcion seudo-cetona) y presenta
un equilibrio entre sus formas furanosa y piranosa. Este equilibrio esta
desplazado hacia las formas piranoides, que son mas estables.

¢) Velocidad de hidrélisis de la lactosa y de la sacarosa

Como se sabe, la velocidad de hidroélisis de los azicares en general
depende de las condiciones experimentales bajo las cuales se lleven a
cabo. Desde este punto de vista los factores mas importantes a tener
en cuenta son:

1) La reaccion del medio.

2) La temperatura.

Pero aun, procediendo en iguales condiciones experimentales, la
velocidad de hidrolisis de los distintos azucares no es la misma vy es
particularmente notable esta diferencia cuando se consideran la lac-
tosa y la sacarosa.

Tanto es asi, que ciertos acidos débiles, tales como- el acido citrico
que hidroliza la sacarosa, no permite una hidrélisis apreciable de la
lactosa™. _

Es evidente que, si se opera en forma conveniente, se pueden dife-
renciar ambos azicares porque uno se hidrolizara mas rapidamente que
el otro. Bastara entonces producir una hidrélisis tal, y luego poner de
manifiesto los productos de ella mediante una reaccion adecuada.

d)  Los productos de la hidrélisis

Hemos expresado anteriormente que mientras la lactesa da por
hidrolisis dos aldosas, la sacarosa da lugar, también por hidrélisis, a
una aldosa (glucosa) y a una cetosa (fructosa).

6 C - pR - Vol. IV - Enero-Diciembre 1954



Este es otro hecho. que permite diferenciar indirectamente la saca-
rosa de la lactosa aun cuando ambas se hayan hidrolizado en forma
total. |

En efecto, las aldosas y las cetonas, en ciertas condiciones expe-
rimentales, se comportan de distinta manera frente a ciertos reactivos.
Por ejemplo, frente a algunos acidos minerales (H,50, o HCIl), ambas
se descomponen dando lugar a varios productos, en general iguales
para las dos. Pero, la velocidad de esta reaccion de descomposicion es
mucho mayor para las cetosas que para las aldosas. Entre los productos
de descomposicion tenemos los acidos férmico y levulinico y fundamen-
talmente oximetilfurfurol.

Los productos resultantes del tratamiento por acidos minerales, por
si solos o frente a otros compuestos quimicos, dan lugar a coloraciones
que varian entre el rojizo y el violeta.

Ahora bien, cuidando las condiciones experimentales, se pueden
diferenciar una cetosa de una aldosa, puesto que la primera va a dar
lugar a una reaccién coloreada con suma rapidez. mientras que las
aldosas demoraran mas tiempo o no la dan del todo.

IV) CARACTERIZACION INDIRECTA DE LA SACAROSA
EN PRESENCIA DE LACTOSA

La. caracterizacion. indirecta de la sacarosa en presencia de lactosa
se basa en los hechos que acabamos de citar y en resumen se reduce a:
1) Efectuar una hidrélisis de los azuicares, que a los efectos de
aumentar su velocidad conviene hacerla en caliente. |
2) Practicar sobre los productos de la hidrélisis una reaccion
que permita descubrir la sacarosa originalmente presente.
Las técnicas propuestas para esta caracterizacion las podemos agru-
par como sigue:

a) Por reaccion con el ion molibdato

Teniendo en cuenta que la lactosa por si misma no reduce aprecia-:
blemenie el ion molibdato proveniente, por ejemplo, de un molibdato
de amonio, y que la hidrélisis de la sacarosa, empleando acidos mine-
rales diluidos, es mas rapida que la hidrélisis de aquélla, es posible
caracterizar la sacarosa caracterizando las monosas a. que da lugar su
hidrolisis.

Estas monosas reducen el molibdeno del ion molibdato a ion mo-
libdoso de color azul.

El reactivo empleado. corrientemente esta compuesto por:

Molibdato de amonio .............. 20 ¢
Acido clorhidrico concentrado ...... 100 7
Agna destilada, c..s. p. ...l 1000 ml
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Se mezclan partes iguales de este reactivo y de la sustancia a exa-
minar y se lleva al bafio de maria. En caso de estar presente la sacarosa
se origina con rapidez un color azul mas o menos intenso.

El éxito de esta reaceion radicara en que el proceso hidrolitico no
alcance a la lactosa puesto que, en tal caso, las monosas provenientes
de ésta daran lugar a una reaccién similar a la que acabamos de des-
cribir. '

b) Por reaccion con acidos minerales concentrados

Se utiliza generalmente H.S0, o HCL Bmwne y Zerban®)

mlenddn la siguiente técnica:

A una solucion fria de azicar, se le agregan por las paredes del
tubo de ensayos que la contiene, unos mililitros de H.SO, conc. Luego,
sin agitar, en la superficie de contacto aparece un color rosado o mas
“oscuro, con rapidez si hay presente alguna cetosa y lentamente o no
aparece si hay aldosas.

reco-

¢) Por reaccion con fenoles y otros compuestos organicos

La reaccion anterior adquiere una gran sensibilidad cuando se
incorporan ciertas sustancias organicas, generalmente fenoles, que dan
lugar a productos de condensacién con el oximetilfurfurol proveniente
de la descomposicién de las exosas presentes. Estos compuestos de con-
densacion tienen coloraciones que oscilan entre el rosado y el violeta
intenso. Citaremos a conllnuacmn las técnicas que aplican estas reac-
ciones: -

o y P naftol. El uso de estas sustancias fué propuesto mlcmlmvme
por Molisch y la reaccion lleva su nombre.

Spence r(6) propone la siguiente técenica: A dos gotas de la solucidn
a ensayar, agregar 1 6 2 gotas de solucion alcohélica al 10 9% o 20 %
de o naftol y unos pocos mililitros de H.SO, (exento de HNOj). Las
cetosas dan en frio y en forma instantanea una coloracién rojo violeta.
Las aldosas demoran en dar esta reaccién. Interfieren las sales férricas
y calcicas. Spencer propone al mismo tiempo, el uso de ciertos dispo-
~sitivos para conservar los reactivos al abrigo del aire y realizar con
comodidad los ensayos rutinarios.

Cresol. Se utiliza cresol en solucion jabonosa y la reaccion no
es interferida por las sales de hierro y de calcio pero es menos sensible
que la anterior.

Stevens prepara el reactivo disolviendo 6 gramos de jabon de
Castilla en 100 ml de agua y le agrega 15 ml de cresol. Luego calienta
v agita hasta homogeneizar. Practica la reaccion de la siguiente ma-
nera: A 1 ml de solucién a ensayar le agrega 5 a 8 gotas de este reac-
tivo, se agita y luego por las paredes 0,5 ml de H.SO; cone. En pre-
sencia de cetosas obtiene un color que va del rojo al rojo negro.
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Acido pierico. La reaccién que describiremos es debida a Man y
lleva su nombre. Berl-Lunge-D’Ans‘® proponen realizarla como sigue:
La solucién se hierve con 2 6 3 gotas de HCI conc., luego se alcaliniza
con NaOH o KOH al 10 9 v se anaden 2 6 3 gotas de una solucidn
aleoholica al 5 90 de acido pierico. Se produce inmediatamente una
coloracién roja mas o menos oscura si hay cetosas y mas lentamente
si hay aldosas.

Difenoles — Resorcina y floroglucina — Orcina o timol

En estas reacciones se utiliza generalmente resorcina o floroglucina,
aunque también se ha intentado, sin mayor ventaja, emplear orcina y
timol. _

Seliwanoff® en 1887 propuso la reaccién que lleva su nombre,
utilizando solucién de resorcina. Segin Deniges conviene adoptar la
siguiente técnica: A 2 ml de la solucién a examinar, agregar 2 ml de
reactivo de Seliwanoff (2 g de resorcina, 100 ml de agua dest. y 0.5 ml
H550,). Agitar y agregar después 2 ml de HCI conc. y dejar 2 minutos
en bhafio de maria en ebullicién. En presencia de una cetosa se obtiene
un color rojo y hasta un precipitado del mismo color.

Cuando se emplea floroglucina, la _técnica es muy similar a la de
~Seliwanoff aunque también se ha propuesto efectuar primero la hidro-
lisis v luego de enfriar, agregar solucion alcohdlica de dicha sustancia
En presencia de cetosas aparece un color rojo.

V) INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES
EN LA CARACTERIZACION INDIRECTA

a) Causas de las interferencias

Ya hemos expresado que son los productos de la hidrélisis por si
mismos o sus derivados, solos o combinados con otros compuestos (en
st mayoria compuestos organicos), los que dan lugar a las coloraciones
que acabamos de citar. Y también que esas mismas coloraciones pueden
darse, aunque con distinta velocidad, tanto por la presencia de uno u
otro de los azicares en cuestion.

Como las condiciones experimentales tienen una marcada influen-
cia sobre la velocidad de estas reacciones, no debe extranar que una
_temperatura muy elevada, un mayor tiempo de calentamiento o una
elevada concentracion de acido puedan dar lugar a coloraciones seme-
jantes, aun en el caso de estar presente solamente la lactosa.

Este hecho es aun mas notable si se dan los tres factores al mismo
~tiempo. . | _
Y este inconveniente para la investigacion de sacardsa que ya lo
~han hecho notar ciertos autores''” y lo hemos comprobado nosotros,
se hace mas notable cuando ese azicar debe caracterizarse en la leche
debido a su apreciable contenido en lactosa.
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Por lo tanto, frente al problema de proceder a esta investigacién
en tales condiciones, el éxito dependera de las condiciones experimen-
tales.

~ Las técnicas propuestas para evitar alguna interferencia recurren a
las soluciones siguientes:

1) Impedir o demorar la hidrélisis de la lactosa.

2) Si ésta no se puede impedir en forma total, eliminar las aldo-

sas qu ese produzcan.

3) Si esto no es posible, evitar que tales aldosas reaccionen en

forma apreciable. :

Vamos a ver cada una de estas soluciones.

1) Se impide o demora la hidrélisis de la lactosa

Este aspecto es fundamental cuando el reactivo empleado es el
molibdato. Anteriormente hemos dicho que los acidos débiles practi-
camente no hidrolizan la lactosa, y su uso pareceria el mas adecuado
para realizar solo la hidrdlisis de la sacarosa. Sin embargo como su
utilizacion demora también esta hidrélisis y alarga por consiguiente
toda la operacién, generalmente se prefiere emplear soluciones diluidas
de HCI.. En estos casos, para evitar en lo posible alguna interferencia
de la lactosa, se reduce el tiempo total de calentamiento o la tempe-
ratura del bano empleado. Indican proceder asi:

D) El Chemical Abstract'") que recoge una técnica propuesta
hace muchos aios en la que se prescribe operar con un bafio de maria
a 80°C. Emplea el reactivo citado anteriormente y mezcla en partes
icuales con la leche a examinar (corrientemente 10 ml de cada unv).
Se aconseja hacer al mismo tiempo un ensayo con leche no sospechada
y comparar. | y

E) Godet y Mur®? llevan la mezcla de reactivo y leche a un
~ bano de maria hirviendo, durante 5 minutos. También aconsejan hacer
al mismo tiempo una prueba con leche pura. En ambos casos, en pre-
sencia de sacarosa aparece un color azul, mientras que la leche pura
da lugar a un color verdoso palido.

2)  Se eliminan las aldosas provenientes de la hidrolists

Aprovechando la circunstancia de que en medio alcalino las al-
dosas son mas faciles de destruir que las cetosas, ya zea por el calor
solamente, como por el calor y la oxidacién, se han propuesto varias
téenicas para eliminarlas, entre las que destacaremos las siguientes:

F) Kruisheer' agrega a 2 ml de la muestra —que no contengan
mas del 2 ¢ de aziecar— 0,5 ml de NaOH 4N y 2 ml de solucién de
Todo 0.1 N. Luego de 3 minutos a la temperatura ambiente, se agregan
4 ml de HCI cone. v 4 ml de CuSO, al 25 %. El exceso de iodo s«
saca con Na.S,0;. Sobre 8 6 10 ml de la solucién resultante se hace
la reaccion de Seliwanoff.
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G) Schlemmer' efectiia la destruccion de las aldosas en caliente
utilizando un bafio de maria a ebullicion y fijando la sacarosa al es-
tado de sal de bario. Rothenfusser™ procede de la misma manera
pero agregando ademas agua oxigenada para hacer mas completa la
destruccion.

3) Se impide o demora la descomposicion de las aldosas
! I}

Estas técnicas modifican las condiciones de experiencia (acidez,
temperatura, tiempo de calentamiento) de manera de hacer mas dificil
la descomposicion de las aldosas (glucosa y galactosa) formadas a raiz
de las hidrélisis de la lactosa y la sacarosa, pero permitiendo la des-
composicion de la fructosa que origina también la hidrélisis de esta
ultima.

Como veremos, muchas de estas téenicas han sido propuestas para
el caso concreto de investigar sacarosa en la leche.

H) Riffart y Pyriki®® proponen la técnica siguiente: 5 6 10 ml
de leche defecada se ponen en un tubo de ensavo con un volumen
doble de H.SO, al 70 90 y se calienta durante 10 minutos a 51°C-
56°C. En presencia de sacarosa se obtiene un color caramelo oscuro.

I) Casares Lopez'™ opera como sigue: Agregar 3 ml de HCI
cone. a 3 ml de leche y calentar a bafio maria hirviendo durante 1
minuto. Si hay sacarosa la muestra queda roja por la formacién de
clorometilfuraldehido. En ausencia de sacarosa la leche toma un licero
tinte rosado. |

J ) Pinoff utiliza, en vez de acido mineral concentrado, una mez-
cla de 200 ml de H.,SO; conc. y 750 ml de alcohol a 90°GL. Sepun
Browne''™ la reaccién se efectiia como sigue: Tomar 0.05 ¢ de azticar,
10 ml. de aleohol-sulfurico, 4 gotas de o naftol al 5 7 en alcohol y
calentar en baiio de maria hirviendo. Segin el autor al minuto se ob-
tiene un color apreciable con la sacarosa, mientras que ia lactosa de-
mora 25 6 30 minutos en darlo.

Se adopta una técnica similar para el uso de resorcina, pero se
diluye la mezcla alcohol-sulfirico con igual volumen de alcohol a
96°GL. |

Weehnizen™ aconseja operar en forma similar pero empleando
una mezcla de alcohol y HCI.

K) Foulger™ propone lo siguiente: Tomar 1 ml de la solucién
a ensayar, 10 ml de H.,80, al 75 9% y 2 gotas de solucion aleohélica
al 3 7% de o naftol. Agitar v llevar al bafio de maria a 45°C durante
20 minutos. Un color rojo indica la presencia de cetosas.

L) Romani®®” toma 1 gota de leche, 2 gotas de « naftol al 20 ¢
en solucién aleohdlica v 3 ml de HCI cone. Se agita y hierve 3 6 4
segundos. Se enfria y agita con cloroformo. Este se colorea entre ama-
rillo y rojo si hay sacarosa. De lo contrario queda incoloro.
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M) Castiglioni®®") toma 1 ml de leche, 2 gotas de solucién alcohoé-
lica de resorcina al 40 % y 10 ml de HCI cone. Agita y lleva 5 minutos
a un baino de maria a 50 C. Un color rojizo mdmd presencia de sa-
carosa. _

Esta técenica ha sido cmpleada en la In-,pﬂcmn \[umupa] y es
recomendada ademas por Tomeo y Bertullo?', Ferreris y Sanz Ega-
fia®® y recientemente por Rosell y Dos bantos‘-‘“

N) Van der Haar propone usar para 50 mg de aziicar en la toma,
10 ml de HCl1 y 10 mg de resorcina. Agitar y llevar 15 minutos a bafo
de maria hirviendo. Un color rojizo indica la presencia de cetosas.

0) Elsdon®* propone operar como sigue: A 15 ml de leche agre-
gar 1 ml de HCl v 0,5 g de resorcina. Mezclar y secar 5 gotas en una
capsulita de porcelana al baino de maria. Un color rojo indica la pre-
sencia de sacarosa. _

P) Shimizu e Iwasa®® practican la investigacion sobre leche pre-

viamente desproteinizada con solucién acunosa al 20 9% de acido sulfo-
salicilico. Al filtrado obtenido se le agrega HCI diluido y calienta 10
minutos en bano de maria hirviendo. Lue<f0 se enfria y se le agrega
solucion aleohdlica al 10 % de floroo‘]u{'ma Si la leche contiene saca-
‘rosa aparece un color rojo mas o menos intenso. .
- Q) Rosell y Dos Santos®® citan una téecnica muy parecida. Pri-
mero obtienen suero coagulando la leche con acido salicilico al 20 ¢
en bano de maria a 50°C. A 5 ml de este suero filtrado agregar 10 ml
de HCI (D. 1,18), enfriar y afiadir 3 gotas de solucién alcohélica al
10 % de floroglucina. Un color rojo indica la presencia de sacaross
en la leche examinada.

VI) DETERMINACIONES EXPERIMENTALES Y JUICIO CRI-
TICO SOBRE LAS TECNICAS QUE ANTECEDEN

Hemos ensavado cuidadosamente las diferentes técnicas ya citadas
con el objeto de ver cuales de ellas se ajustan mejor al eriterio «que
hemos expuesto al iniciar este trabajo. Utilizamos en los ensayos leches
puras de diversas calidades, individuales y colectivas. A las muestras
utilizadas se les incorporé sacarosa en diversas proporciones, pero refe-
riremos la sensibilidad de las técnicas a la forma con que permitan
investigar un agregado minimo de 1 a 2 gramos, por litro de leche. En
todos los casos se hicieron ensayos en blanco empleando la misma leche
pura.

Llegamos a las siguientes conclusiones:

a) Las técnicas basadas en la reduecion del ion molibdato son
las menos sensibles y sélo empiezan a dar alguna indicacién qtil para
agregados de sacarosa superiores a 8 gramos por litro de leche aguada.

b) La adopcién de cualquiera de las téenicas que destruyen pre-
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viamente las aldosas obliga también a una defecacién previa de la
leche. Ademas, i se tiene en cuenta el tiempo que exige la realizacion
de toda la operacion, es facil comprender que no se utilicen para los
casos de investigacion corrientes.

¢) Los mejores resultados se obtienen con las técnicas que impi-
den en lo posible la hidrélisis de la lactosa y al mismo tiempo evitan
la descomposicion de las aldosas que se hubieran formado en una hi-
drolisis parcial de ésta. (Son las técnicas que citamos a partir de la
letra H inclusive).

d) Y de ellas, las mas sensibles son las que utilizan la reaccion
de Seliwanoff. Resultan mejores que las que utilizan la reaccién de
Molisch, quizas debido a la presencia de calcio que quita sensibilidad
a éstas, y mas comodas que las que emplean floroglucina, aunque en
este caso la sensibilidad sea del mismo orden. :

e) La mayor comodidad y sensibilidad de algunas técnicas hace
que en algunos casos se obtengan falsos positivos si no se cumple es-
trictamente con las indicaciones de la técnica empleada.

f) Las que hemos diferenciado con las letras J), M), N) y P) han
resultado ser las mas aceptables, sobre todo las debidas a Pinoff y
Cdslwhom por ser mas rapidas que las otras dos, especialmente gue

la de Van der Haar.

¢) La técnica de Pinoff, debido a la dilucién y a la plcwm ia de
ah‘oho] cuando se aplica a la leche es la menos sensible de estas cua-
tro, pero tiene la ventaja de ser la mas rapida v cémoda.

h) La técnica de Castiglioni es de una S("ll‘:l])lllt‘ld(] mtclmcdm
respecto de las demas. Lo mismo sucede en cuanto al tiempo requerido
para cada ensayo. Sin embargo presenta los inconvenientes de obligar
a mantener un bano a 50°C y utilizar HCI concentrado. las molestias
que causan los “humos” a que da lugar este acido concentrado son de
todos conocidas y adquieren mayor significacién en el ambiente hu-
medo de las Usinas de Pasteurizacion. Esto se puede evitar, aunque
solo parcialmente, manteniendo el 4cido bajo campana.

i) La técnica de Shimizu e Iwasa da buenos resultados v es sen-
sible, pero resulta muy larga y un poco incomoda, sobre todo por exigir
una defecacion. _

Con el fin de eliminar los inconvenientes apreciados en nuestras
determinaciones experimentales y siempre tratando de satisfacer las
condiciones de exactitud, sencillez v rapidez en las operaciones, hemos
ensayado algunas formas operativas combinando de varias maneras las
condiciones experimentales mas importantes a los efectos de la exac-
titud de los resultados, o sea, la acidez, la temperatura del baiio y el
tiempo' de calentamiento, siempre sobre la base de la clasica reaccion
de Seliwanoff. Llegamos asi a la téenica que citamos a continuacién.
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V1) TECNICA PROPUESTA PARA INVESTIGAR RAPIDAMENTE
LA PRESENCIA DE SACAROSA EN LA LECHE

a) Técnica de la investigacion

En un tubo de ensayos se ponen 1 ml de la leche a examinar, 2
sotas de solucién aleohélica al 10 7% de resorcina y 3 ml de HCI di-
luido (2 partes de HCI conc. y 1 parte de agua destilada). Se agita v
[nego se mantiene en un bano de maria en ebullicién durante 1 minuto
exactamente, al cabo del cual se retira v observa.

Con leches que contienen por litro 1 a 2 gramos de sacarosa se
obtiene un color rojizo nitido. En ausencia de sacarosa permanece sin
colorearse la mezcla de leche, acido y reactivo. Luego de otro minuto
~a la temperatura ambiente el color se intensifica un poco mas en caso
de haber sacarosa. En caso contrario, permanece igual o toma un pa-
lido color salmon que no puede confundirse de ninguna manera con
el eolor rojizo de una reaccién positiva. Es 16gico que con cantidades
de sacarosa superiores a las ya citadas el color a que da lugar la reac-
cion descrita es ya un rojo neto.

b) Detalles sobre la manipulacion
1. Reactivos a emplear

Utilizamos una solucion aleoholica al 10 9% de resorcina. No con-
viene preparar este reactivo en grandes cantidades pues con el tiempo
se va coloreando por accién del oxigeno del aire. Este inconveniente
se puede evitar bastante mediante la adicion de 0.5 g de carbon cada
100 ml de solucién. Un rato antes de utilizarlo se agita y luego se deja
decantar.

También se puede adoptar la idea de Ofner, que consiste en pre-
parar en forma conjunta el HCI diluido y la resorcina. En este caso
nosolros proponemos preparar lo siguiente:

Rasomolney .00, cwsieiu L 4 o
Agua destilada ............. v eiewe 380 md
HCl concentrado ............... 660 7
Carbom anomal. . ... oo i ymon i 9 ¢

Utilizando el reactivo preparado de esta manera, se in('m'pora de
una sola vez la resorcina y el HCI necesarios para la reaccion. Se uti-
lizaran también, como va hemos dicho, 3 ml por cada ensayo. Tiene,
sin embargo, el inconveniente de ser de mas dificil conservacion.

2. Bano utilizado

En nuestro laboratorio utilizamos un bano de maria hecho con
un recipiente de laton dentro del cual sumergimos una gradilla, tam-
bhién de laton, destinada a mantener los tubos en posicion vertical y
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evitar que se entreveren cuando se hacen muchos ensayos a la vez. Fl
nivel del agua en el bano se mantiene a unos 5 em de altura. Para
mantener esa altura constante se sumerge el cuello de un matraz in-
vertido y lleno de agua. Cuando la boca del matraz es de mucho dia-
metro se cierra con un tapom atravesado por un tubo cuyo extremo
exterior se corta en bisel. La boca del mismo se mantiene en el lugav
donde se desea que llegue el nivel del agua. Cuando <e realicen pocos
ensayos por vez, se puede emplear en vez de la vasija de latéon citada
un simple vaso de Bohemia en cuyva parte superior se pone una lamina
de latén con 4 6 5 orificios. A través de ellos se sumergen los tubos de
ensayos v el cuello del matraz de nivel.

El bafio se calienta v una vez alcanzada la temperatura de ebulli-
cion se baja la llama de manera de mantener esa temperatura cercana
a 100°C. De esta manera v sin ninguna preocupaciéon especial tendre-
mes pronto en cualquier momento el banio en ebullicién con solo au-
mentar la llama del mechero. Cuando se enfrie el bafio a la tempe-
ratura ambiente es conveniente, antes de volver a calentarlo, llenar de
nuevo el matraz para evitar algiin derrame.

Los tubos de ensayos a utilizar conviene que sean mas bien altos,
de 12 a 20 em y de 20 a 30 ml de capacidad.

¢) Conclusiones

Comparando nuestra técnica con las otras ¢uatro citadas preceden-
temente [J), M), N) y P)], hemos encontrado que su empleo es mas
ventajoso atendiendo al hecho de que nuestra proposicién cumple mejor
que las otras las condiciones de exactitud, rapidez y sencillez que nos
habiamos propuesto. Por lo tanto, nos permitimos recomendar su uti-
lizacion en el examen rutinario de la leche.

Atendiendo, ademas, al costo de cada ensayo, nuestra técnica es
mas econoémica que las demas, pues no utiliza alcohol v reduce el gasto
de HCI a la quinta parte del que se emplea en los otros casos.

VIII) DOSIFICACION RAPIDA DE LA SACAROSA

Al realizar los ensayos ya descritos, utilizando leches que contenian
sacarosa en diferentes cantidades, observamos que la intensidad de la
coloracion que se desarrollaba parecia ser, dentro de ciertos limites,
proporcional a la concentracién de aztcar agregado.

~ Molestaba un poco la apreciacion de este hecho los grumos blan-
cuzcos (caseina) que quedaban en el liquido resultante del ensayo cua-
litativo. La presencia de estos grumos, si bien no influia la exactitud de
la investigacién citada, perturbaba en cambio cualquier intento de do-
sificacién por comparacién con muestras tipos.

Habiamos observado que este hecho no se producia cuando utili-
zabamos las mezclas de HC1 v alcohol v sobre todo de H.SO, y alcohol.
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Pero mientras esta tltima daba lugar a coloraciones muy débiles, la
primera no conseguia eliminar totalmente los grumos. Por lo tanto -
decidimos, luego de varios ensayos, utilizar la siguiente mezcla: -

Aloakinl a FEEEEL caiss ol sy 740 ml
HCI oonveaaealo cimsurissnvans el O
HoS0, concentrada. ..y svivwb sid s} 100 7

Utilizando 5 ml de esta mezcla, en vez de HCI de los ensayos cua-:
litativos y procediendo de la misma manera que en esos casos, se ob-
tiene un liquido final que aunque no es transparente es, sin embargo,
completamente homogéneo y permite efectuar una huena comparacion.

Pudimos comprobar entonces que, cantidades de sacarosa compren-
didas entre 1 y 5 gramos por litro, daban coloraciones proporcionales
a la concentraciéon de ésta en la leche examinada. :

Teniendo en cuenta esto y la rapidez del ensayo, decidimos encarar
la dosificacion del citado aziicar efectuando una comparacion con una
escala preparada ex-profeso y sometida al mismo tratamiento que la
leche a ensayar.

b) Preparacion de la escala de comparacion

1) Se emplea una leche con reacciéon de sacarosa negativa. Fs
conveniente que las caracteristicas de la leche no difieran mucho e
las de la muestra a examinar. Aconsejamos comprobar esto en forima
rapida mediante el uso de un lactoscopio. Si no se dispone de €l, hacer
el ensayo de dilucién siguiente: La leche tipo, diluida 10 veces su
volumen con agua, debe tener una turbidez bastante semejante a la
que presenta la leche a examinar, en iguales condiciones. En caso con-
trario aguar convenientemente la leche testigo.

2) Usamos una solucién de sacarosa al 1,0 % conservada con al-
cunos cristales de timol y preferentemente en frio.

3) Tomamos 6 tubos del mismo diametro y color. En cada uno
de los 5 primeros se ponen 1,0 ml de leche testigo y en el sexto tubo
1,0 ml de la leche en examen. A los tubos 1, 2, 3, 4 v 5 les agregamos
respectivamente 0,1, 0,2, 0,3, 0.4 y 0,5 ml de la solucion tipo de saca-
rosa v se agitan. En caso de no contar con pipetas apropiadas, todas
estas medidas se haran incorporando 2 gotas por cada 0,1 ml indicado,
utilizando para ello una pipeta chica, comun y de punta sana. Es evi-
dente que la escala preparada asi corresponde a un contenido en saca-
rosa que oscila entre 1 g/1 para el primer tubo y 5 g/l para el quinto.

Si se desea, se puede ajustar atin mas la técnica propuesta, comple-
tando a 0.5 ml con agua, el volumen de solucién de sacarosa va agre-
sado y al sexto tubo agregar 0,5 ml de agua destilada.

¢) Téenica de la operacion

En los 6 tubos se practica, al mismo tiempo, la reaccién en la
forma va descrita para los ensayos cualitativos, tratando de proceder
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con todos los tubos en la forma mas similar posible. Debemos recordar
que en lugar de utilizar HCl diluido se deberan wsar 5,0 ml de la
mezcla aleohol-acido. Si se desea incorporar de una sola vez el al-
eohol-acido y la resorcina, bastara disolver 2,5 ¢ de ésta por cada litro
de aquella mezcla.

Cumplido el minuto en el bano de maria hirviendo, se retiran los
tubos v se compara el sexto con los restantes de la escala para deter-
minar con cual de ellos coincide. Bastara entonces saber la cantidad
de sacarosa que hemos agregado al tubo de la escala cuya coloracion
coincide con la del sexto tubo para saber la cantidad de azucar pre-
sente en éste, dado que, a igualdad de coloracién, habra igualdad en
la concentracion de sacarosa.

Si los tubos de la escala se numeran en forma creciente del 1 al 5,
segiin la cantidad de sacarosa agregada, la concentracion de sacarosa
en la leche examinada, expresada en gramos por litro, sera numérica-
mente igual al del tubo de la escala con el cual resulta comparable.

Cuando la intensidad en la coloracién del tubo que contiene la
leche en ensayo sea mayor que la del quinto tubo de la escala prepa-
rada por nosotros, deberemos hacer una dilucién de aquél hasta que
sea posible la comparacién y tenerla en cuenta a los efectos del calculo.

Para obtener resultados mas exactos, convendra repetir toda la
operacion efectuando previamente la dilucion necesaria de la leche en
cuestion y de igual manera la de la leche testigo.

Utilizando esta sencilla técnica, hemos podido realizar en forma
rapida y satisfactoria la dosificacion de sacarosa en leches que la con-
tenian hasta una cantidad de 150 v 200 gramos por litro.

RESUMEN

1) Como existe la posibilidad, ya comprobada en la Inspeccion
Municipal de Montevideo, de enmascarar el aguamiento de la leche
mediante la incorporacién de sacarosa, hemos orientado este trabajo en
el sentido de adoptar una técnica exacta, rapida y sencilla que permita
la determinacién cualitativa y cuantitativa de la sacarosa en la leche.

2) Luego de revisar teérica y experimentalmente las técnicas ya
conocidas que permiten esta investigacion, hacemos un juicio critico
de las mas aceptables.

3) Proponemos por fin una modificaciéon que, basada en la cla-
sica reaccion de Seliwanoff, retine las tres condiciones citadas.

4) Proponemos, ademas, una técnica que permite realizar una
dosificacion rapida y satisfactoria de la sacarosa incorporada, siguiendo
un procedimiento comparativo y por escalas.

5) Se dan también los detalles de orden experimental que pusi-
mos en practica durante el presente trabajo.
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