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Por A. RIVA, E. L. SCHIAVONE ¥y E. VADILLC

En una comunicacién anterior se considerd el test de la fosfatasa
de Kay y Graham para fiscalizar el proceso de la pasteurizacion de
las leches.

Este test presenta algunos inconvenientes que han limitado su
uso a los laboratorios que cuentan con organizacidn especiali-
éstos su ejecucién presenta algunas dificultades, re-
asiado larga y complicada para anélisis de rutina.
Ademéas hay varias objeciones que hacer a dicho test, algunas de

uia

las cuales se refieven al veactivo de Folin y Clccalten, el cnal, segiin
se ha comprobado, carece de espemfleldad, reaccionando con muchos
sustitutos de los fenoles y atn con el estafio (metal gue puede pro-
venir de los recipientes que contienen la leche) y con el hierro al

estado ferroso. En el caso de las leches acidificadas se puede en-

contrar produetos que reaccionan también con el reactivo de Folin

¥y Cioealteu. También se ha indicado ) gue al aci idificarse o descom-
ponerse la leche durante su almacenamiento, se obtenia un aumento

en la intensidad del tinte, con el método de Kay y Graham, debido
a la aceién de ciertos microorganismos o a la descomposicidn de

las protemas que liberan como se sefiala més arriba, cuerpos que

reaccionan con el reactive fosfomolibdic
En estas condiciones nna leche Derfectamente pastenrizada, pue-

de ser clamﬁcada erréneamente como no siéndolo.

Estas consideraciones han llevado a algunos autores y entre ellos
a Scharer, a ensayar otros indicadores del fenol, empleando el 2-6-
dibromo-gquinona-cloro-imida, el cual es enteramente satisfactorio.
La sensibilidad de este reactivo para el fenol es de una parte en
20.000.000 y permite el desarrollo de la coloracién azul atin en pre-
sencia de las proteinas y grasas de la leche.

El fundamento del método propuesto por Scharer consiste, como
el de Kay Graham, en la apreciacién de la fosfatasa residual pre-
sente en la leche después del calentamiento, por la actividad de di-
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cha enzima frente a un é&ter fosférieo, revelable por la liberacién
de fenol,

En el presente trabajo se ha aplicado el test de la fosfatasa de
Schaver, el denominado test rapide, uiilizando el eguipo de campa-
fia de la B. P. Cargille de New York, la ecual ha preparado un equipo
portatil con tode el material necesario para ejecutar la prueba, lo
que permite realizar los exémenas fuera del laboratorio, en las usi-
nas y en los lugares donde se depositan o expenden los produetos
laeteos.

La sencillez de este procedimiento ha hecho que su uso se exten-
disra grandemente, pues s6lo es necesario el empleo de dos solu-
ciones, substrato e indicador, que se preparan, como se verd mas ade-
lante, disolviendo las sustancias convenientes (presentadas en com-
primidos) en volumenes determinados de solventes adeenados. Tie-
ne ademés la ventaja de que la reaccidén se realiza dentro de wun
solo tubo, sin eliminar sustancia alguna, a diferencia del método
original o método lento en el que es necesario efectuar un preeipi-
tado de los prétidos liecieos con acetato de plomo, seguido de una
ulterior filtracién para separacién de los mismos.

El equipo consta: de diez tubos con tapén de goma con sus co-
rrespoudientes sopories (tubos aforados: 5,5% v 714 e ¢.).

Dos tubos con colores standard de 2 y 5 unidades azules respec-
tivamente.

Frascos goteros. Frascos para aleohol butilico. Filtro de luz. Va-

rilla de metal. Cnenta-gotas. Reactivos necesarios.

PrREPARACION DE LOS REACTIVOS

Solucidn B. Q. C. (Indo-Phax en el equipo Cargille): Se disuel-
ve un comprimido de 2-6-dibromo-quinona-cloro-imida, reactivo de-
nominado B. Q. C. en 5 e e. de aleohol etilico de 98°C, triturando
con la varilla metélica.

Solucién Buffer (Phox-Phax en €l equipc Cargille): constitui-
da por borato de sodio (Bo,O.Na 10 H,0) e hidrato de sodio y fe-
nilfosfato disédico. Disolver un eomprimido en 5 e.c. de agua des-
tilada en uno de los tubos aforados. Agregar dos gotas de solu-
cién B. Q. C. (recientemente preparada). Dejar en reposo 5 minu-
tos, agregar 2 c.c. de alcohol butilico normal neutro para extraer
el indofenol; el cnal se revela por una coloracién azulada, agitando
v dejando en reposo hasta la separacién completa del aleohol.

Luego se procede a la eliminacién total de aleohol para Io cual
es util el empleo de un cuenta gotas de punta curva con el que
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durante 5 minutos, tiempo suficiente para dar margen la preduc-
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se puede extraer hasta las porciones gue se adhieren a las paredes
del tubo.

De este modo se elimina de la solucidn el fenol libre gque pudiera
contener; luego se vierte en el frasco aforade de 50 c.e¢. y se com-
pleta a este volumen con agua destilada.

THCONICA DEL TEST

los tubos marcados citados anterior-

Primer tiempo: Colocar
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Segundo tiempo: Completar con la muestra de leche (perfecta-
mente agitada para su homogenizacion) hasta la marea 5.5 ¢. e. De-

be usarse una pipeta para cada muestra distinta.

Tercer trempo: Agitar por espacic de un minuto.

Cwarto tlempo: Ineubar en bafio maria a 837°C durante 10 mi-
nutos.

Quinto tiempo: Sacar del baflo maria y agregar seis gotas de

la solucién B. Q. C.

Sexto tiempo: Agitar vigorosamente, dejando en re

cién del color en toda la extensién del tubo. Tia leche cruda da
inmediatamente un color azul intenso.

En los casos de leches deficientemente pasteurizadas el color seri
s o menos fuerte segtin sea I deficiencm. En estos casos, para
apreciar correctamente la intensidad del color agul producido, se

continuari el anilisis en la siguiente forma:

0wy a;,as subir a la su-

ante 10 veces cul
perficie después de cada inversién. Si se invierte répidamente se
produce una emulsién que tarda en separarse. En esta forma todo
el eolor azul producido por la reaccién quedars extractado y con-
centrado en la napa formada por el aleohol butilico. Xste ecolor
se compara entonces con los standards del equipo.

Es conveniente dejar el tubo después de cada agitacién en posi-
cién horizontal, levantindolo luego sunavemente por un extremo.

Las soluciones del substrato Buffer y del indicador una vez pre-
paradas se conservan aproximadamente 48 horas. Hs necesario efec-

‘tuar cuidadosamente el lavado de los tubos, pipetas y goteros antes
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de realizar las determinaciones. Debe emplearse exclusivamente al-

ies normal anvmia anpmosian lac antavee Aal wmatadn
mo Uitires QoL metedo,
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Siempre debe efectuarse un control de leche hervida lo que dara
la pauta del estado de conservacién y limpieza de los reactivos y

aparatos empleados.

Lios resultados obtenidos deben inter’rret arse del modo siguiente :

Una leche correctamente calentada C durante 30 minutos
debe dar un extracto aleohdlieo casi ine Wk ro ¢ gue tenga a lo sumo
una ligera tonalidad azul -verdosa muy inferior, desde luego, a la
del tubo standard Nf-’ 2.

Este standard N9 2 representa ¢l maximo de eoloracién permitido
para una leche eorreetamente pasteurizada.

Toda leche que dé una coloracién superior a dicho standard debe
considerarse como mal pasteurizada. Si la colovacidén fuera almn
superior a la del tubo standard N© 5 indicari graves deficiencias
en el proceso de pasteurizacién.

L p
Expuestos los fundamentos del o

o lam avwnnaziainm narpasTIac
B, tas pgLola DCIoHes 1edesarias
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interpretacién que debe davse a 105 result d_es
tia unas de las conclusiones a gue llega Scharer

oan, se mostiraran cuG’

por la aplicacién de su método original:

S gcorrecta
11t

gue con él ge obten-

12 Treinta y cuatro leches erndas de vaca dieron quinientas o

mas unidades de fosfomonestearasa (c&da unidad de fosfomonoes-

milésimo de miligramo de fenol) (tna gamma).

tearasa equivale 3 un m1
29 Las mismas leches pasteurizadas correctamente, no produ-
jeron en ningln case un color indicador de més de 2,5 unidades de
fosfomonoestearasa.
3% Distintas temperaturas de calentamiento dieron los resul-
tados que se detallan en el cuadro siguiente:

Temperaturas ’ )
Grados F Grados G Valores hallados
1380 ...l 588 ... entre 250 y 50 unidades
140,5° .. ..., 60.2 ... ... ... entre 100 y 50 unidades
142° ..o 611 ..., entre 10 y 50 unidades

entre 2,56 y 50 unidades
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4° Los resultados obtenides en la investigacién de asregadas
de leche cruda a una leche debidamente pasteurizada se muesira

en el cuadro gue sigue:

Porcentaje de leche 7
Porcentaj 4 Valores hallades
cruda agregada

00 e hasta 2,6 U.
L0 hasta 5 U.

B0 e hasta 5 .

10 e i e hasta 10 U.
20 i e e e hasta 20 U.
B e e hagta 8¢ T
30,0 e hasta 100 U

Nuestras primeras experiencias se efectuaron calentando mues-
tras de leche cruda a 63, 60, 58 y 56°C durante periodos de 10, 20

¥ 30 minutos, utilizando el mismo sisiema de calentamiento des
eripto en otra oportunidad; los reswmitades obtenidos estdn consig

nados en el euadro N® 1



Cospre Ne 1. - Pest do Scharer

En leche calentada a:

Pempera- |\ ool 1a 20 3e 40 59 6a 74 8s 9o | 100 | wa | o12e | 13e | vae | use | 160 | a7e | 1se | 100
tura ;
63° 30 |—2U—2U—2vU—20-2V}-2U~20—20|—-2U—2U0—2U~-2U—2{—2 U2 Ul20—2 U—2U—2 Jl—2 [
200 {+5U{+5 U|+5U{-+5 0|45 -5 Ul+5 U455 U|+4+5 UO|+5 Ul+5 U +5Ul+5 Uj-5 U|3-5 U|4+8 T +5 U465 U6 TU|+5T
107 |45 U{+5U[45 0|45 U|+b U -6 Ui--5 U|+5 0|45 U|+5U|45 U|+5 U|-+5 U468 Ul+5 Ul+5 Ul +-5 U458 U5 U5 U
60° 30" |45 Ul+5 U|4+5 U5 U5 V|-+-5 U5 U|+5 Uj4+-5 U|+5 U|+5 U 45 Ul +5 U5 Ul+-5T|[+5 U +5 Ul+-6 UL+5 U|+3 U
200 |45 U5 Ul 4+5TU[+5U[+5T|-+-5 U5 U[4-5 U|+-5U|4+5U|+6U|+5Ul+5TU +5 U|+5 U458 U456 Ul+4-6 Ui+ U|+3 U
107 {+5U0[+5U[+5U{+5 U|-+5 U|-+5 Ul+5U[-+5 Ui+5 U +5 U| 45 U5 U|+5 U| 45 U} -8 U|+5 G| 45 U|4+& U|+5 U{4+5T
58° 30" [+5U0{4-5 U453 U|+5 U5 0+5 U+ U|+5 0|50 +5 U6 U145 0| 4+5 U450 -5 U|4+5T|+5 U+6U+60+5 U
200 |45 U045 U +5UI+5 U+5 U450 +5U|+5U+50|+5 U|4+-5 U+5Ul+5 U5 0|+ U5 U5 U048 Uj+3 U0
10 (+504+5 U+ U+ U+ U5 U+ U6 U5 U485 U5 U +5 U5 U5 U5 U045 U +5 Ul U5 Ul U
56° 30" -5 U|+5U|--5 U|+45 U|+5 Ul +5U|--5 U|+5 Ul4-5 Ul 45 U456 U|+5 U455 0|45 U[+5U0[+5 0|+ U468 U0+5 Ol45 U
200 5 U5 U458 U455 UlA-5 U456 U|-+5 U|+5 U| 45 U|+5 U| +5 U|-+5 U5 U| -5 U|+5 U{+5 U| 45 U|+5 U|+5 Oj+5 U
100 |45 0+5U|+5 U+ U+ UL+ U+ U5 U|4+5 Ul +5 U|+50|4+5 Ul-+5 U458 U455 U|+5 U456 U8 U+ U|4+5 T
Control cruda. . |5 U455 U{+5 U} +5 Ul +5 U} -5 Ul 45 Ul4+5 U 45 U] 4+5 U} 46 U145 UL 4+8 Ut 4-6 Ul -5 U456 T 4+5 Uj+-6 T -5 U|+5 U
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Temp. Tiempo 1.\_70 de lﬁ?s‘fﬂtadoiz . .
ezémenes menos de 2 Unid, més de 2 Unid.
56°C ........... 10 20 3] 20
56°C ........... 204 20 1] 20
56°C ........... 30¢ 20 0 20
58°C ....... ... 10/ 20 ¢ 20
58°C ..., . 20 20 a3 20
58°C ,.......... 30 20 0 20
60°C ........... 107 20 0 20
60°C . .......... 20/ 20 G 20
60°C ... ... ..., 30 20 ¢ 20
63°C ........... 10/ 20 1] 20
63°C ... 200 20 1] 20
63°C ........... 304 20 20 1]

De estos resultados se desprende que el calentamiento a 60, 58 y
56°C atn mantenido durante 30 minutos, di6 en las 20 muestras
examinadas para cada temperatura y tiempo, colores superiores al
del tubo standard N°® 2. Lo mismo sucede cuando el calentamients
a 63°C se mantiene durante 10 y 20 minutos. En todos estos ca-
sos, por lo tanto los resultados indican leches mal pasteurizadas.

En cambio las muestras calentadas a 63°C durante 30 minutos
dieron siempre colores imferiores al del tubo standard N¢ 2, in-
dieando por lo tanto pasteurizacién correcta.

Con el propdsito de apreciar més exactamente la sensibilidad del
test en cuanto 2 temperatura ¥ duracidn del calemtamisnic, se
efectué una nueva serie de experiencias, euyos detalles se ven en el
cuadro N° 2.



CDuapro No 2, — Test de Scharer

En leches calentadas a:

Teg:‘::“‘" Tiempo| 1s | 2+ | 3+ | 40 | 50§ e | 7o | s | 98 | 1ce | 118 | 12+ ] 13+ | 148 | 158 | 16e | 170 | 18e | 198 | 20s
63° 30" |—2U—-2U—2U}—2U0}—~2U0—2U-2U—2U—2U|—2 U|—2 U}—2 U}—2 U—2U0—20—20—20-20—2U-—20U
25" |Entre|Entre|Entre|Entre|Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre|Entre|{Entre Entrei‘Entre Entre|Entre|Entre|Entre| Entre| Entre
2y5 Ul2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U2y5 U|2y5 U|2y5 U(2y5 U 2y5 U|2y5 U[2y5 Uidy5 U2y5 U|2y5 Uidy5 U
20" |45 U|+5U|4+5U+5 U|+8 Ul4+5 0|45 U|4-5 U+ Ul+5 U465 U|+5 U|+5 U|+5U|+5 Ul+5 Ul4+5 Ul 4-5 Ul+5 Ul +5U
62° 30’ |Entre|Entre|Entre|Entre|Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre|Entre| Entre| Entre| Entre| Entre|ntre
2y5 U|2y5 U|2y5 Uj2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 Ul2y5 U|2y5 Uj2y5 Ul2y5 U\2y5 Ul2y3 Uldys U
25 |Entre|Entre|Entre| Entre| Encre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre] Entre| Entre| EntrelSntre
2y5 U| 2y5U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U2y5 Uj2y5 U2y5 U|2y5 U|2y5 17|2y5 U|2y5 U\2y5 Ul2y5 U|2y5 Ul2y5 Ul2ys Ul2ys Ul2ys U
200 {5 U5 U5 U5 U5 U +5 U 45 U|+5 Uj4-5 U|+5 U|+5 U|+5 T -+8 U{+5 Uj-+5 Ul4+5 U +5 |45 U|+5 Uj+5 T
Control cruda. . {45 Ul +4-5 U|+5 U[4+5 U\ +5 U| 45 Ul +5 U|+5 U|+5 Ui +5 Ul +6 1| +5 U5 Uj+5 U[+5 U|+6 Ul -5 U 4+5 Ul +5 Ul-+-5T
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Los resultados de esta segunda serie de experiencias se resumen

en el cuadro siguiente:

. Ne de Valores hallados:

Temp. Tiempno . o . .

exdmenes menosde 2 enfreZy 5 mas de 5 U,
63°C ..., 307 20 20 0 0
63°C ... ....... 257 20 ] 20 3]
63°C ........... 207 20 0 0 20
62°0C ........... 307 20 0 20 L]
62°C ........... 257 20 0 20 ]
62°C ........... 207 20 (1] 0 20
Control ......... 20 0 0 20

Analizando los resultados consignados en este segundo eunadro, se
deduce que:

T BT salantamiantsa o G929 avin mantanidas Anvanta 2} vninning
< i CaaCilivaiiiiSiilG 4 v& Gl GUeCiHiGy Guiaiiivs Oou iiueus
dié valores superiores al del tubo standard N° 2, indicando por lo

tanto mala pasteurizaecion.

2) El calentamiento a 63° durante 20 y 25 minutos dié el mis-
mo resultado.

3) El calentamiento a 63° durante 30 minutos dié invariable-
mente valores inferiores al del tubo standard N° 2, vale deecir indi-
¢b correcta pasteurizaeién.

Con el propésito de eomprobar la sensibilidad del test en ensayo
para revelar los agregados de leche cruda a leches calentadas a
63°C durante 30 minutos se efectuaron las experiencias detalladas

en el cuadro N© 3.



Cuapro N 3. — Test de Scharer

En leche calentada a 63° — durante 30/, — contaminada con leche cruda

Leche Leche Dilu-t ol ga | 3a | aa | 56 | 6 | 7 | s | 9e | 100 | a1e | 120 | uze | 140 | 1me | 16e | 17e | 1se | 100 | gor
cruda calent. cién

1 ce. {4+ 99 cc|l % |[+5U|+5U|4+5U|+6Tl+5 U5 T+5 U5 Ul+5U|+5 U+ U+5 Ul+5 Ul 4+5 Ul+5 Ul +5 Ul +5 Ul+5 Ul -6 Uj+5 T

Entre|Entre|Zntre | Entre{Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Butre| Entre| Entre|Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre| Entre
1> [4+999 » |1 Y 295 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 U2y5 U|2y5 U|2y5 U|2y5 Ul2y5 U|2y5 U2y5 Ul2y5 Uj2y5 Ul2y5 Uj2y5 U2y5 Ul2y5 U295 U
0,5 » |+999,5 » 1/ %0 |—2U—20—2U—-2T}—2U—20—20~—2U—2U—2U—2U-2U—2U—2U—2U}—2Ul—-2U—2U|—2Ul—2 U
0,1 » 999,9 » |1 % —2U—2U0—2V0 202020202020 =2U—-=20—20—20—2U—2U—2U|—-2U0—2U—2U—2U

Control leche cruda ... ... F5 U5 U5 U5 U455 Uy +5 U|+5 U +5 Ul+-5 Ul +5 U)+5 U|+5 U\ 5 U|+5 U +5 U|+5 U5 U5 U|+bH U1 +-5T
Control leche calentada ... |—2U|—2U}--2U—2TU}-2U—2U—20U—2U—2U—2 U|—2 U}—2 U—2 Ul~~2 U|—2 Uj-———z U—20—29—20—210
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Lios resultados de esta experiencia se resumen asi:

Cnatidad de leche cruda  N© de expe- Valores hallados:
agregada % riencias menos de 2 entre 2 y 5 més de 5
0,0 . e 20 20 0 4]
0,01 ...l 20 20 1] 1]
0,05 ...l 208 20 ¢ ]
Bl i 20 g 20 ]
it 20 1] 1] 20
Control leche cruda ... 20 0 0 20

Por lo tanto se puede concluir que:

1) Contaminaciones de 1% y de 1 %o con leche cruda son re-
velables por este test, pues se obtienen valores superiores al stan-
dard N° 5 o comprendidos entre el nfimero 2 y el nfimero 5.

2) Agregados de 0.1 por mil ¥ de 0,5 por mil, dieron siempre
valoreg inferiores al standard N? 2, es deeir gue no fueron revela-
bles por el test.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en las experiencias efectuadas permiten
concluir:

1) La ejecucién del test de fosfatasa de Scharer, aplicando un
equipo de campafia para exdmenes rapidos, da resultados similares
2 los obtenidos por el antor eon el método original.

2) El test asi aplicado se ha mostrado excelente para mostrar
pequefias deficiencias en el proceso de la pasteurizacién, dentro de
log siguientes limites:

a) Diferencias desde un grado por debajo de los 63°, o defee-
tos de tiempo desde cinco minutos en la duracién del proceso, son
seguramente indicados por el test.

b) Revela agregados a leches correctamente calentadas de pe-
guefias cantidades de leche cruda, con una sensibilidad de 1 por mil.

3) Por lo tanto este test se ha mostrado més sensible que el de

Kay-Graham en la revelacion de tales deficiencias.



