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INTRODUCCION

La finalidad de este manual es tener una guia de referencia y de facil
uso, para las técnicas de analisis, preparacion y estandarizacion de
soluciones empleadas a diario en el laboratorio fisico-quimico de

control de calidad de colanta.

El manual esta destinado especialmente para los analistas (auxiliares
tipo A) y practicantes de control de calidad, para asi satisfacer las
necesidades cotidianas que se presentan en el laboratorio. Se
encuentra dividido por secciones que agrupan soluciones de empleo
similar, por ejemplo analisis especiales para la leche, soluciones de

lavado de silos y carro tanques, recibo de reactivos, etc.

Para un facil uso del manual se recomienda, en primer lugar, buscar en
el indice, el cual incluye el nombre del reactivo o soluciéon y su

empleo.



Cuando se utiliza el término “alcohol” o “solucion alcohdlica”, se
refiere al etanol o alcohol etilico, (de formula C,HsOH; es un liquido
transparente e incoloro, con sabor a quemado y un olor agradable
caracteristico). Para las soluciones acuosas se debe utilizar agua
destilada, desionizada o agua esterilizada, segin como lo especifique

la preparacion de la solucion a preparar.

Muchos reactivos que se utilizan en el laboratorio, se encuentran en
forma de soluciones, generalmente acuosas, pero también las hay
constituidas por otros disolventes 0 mezclas de ellos. Para la mayoria
de los propositos de los ensayos, el valor exacto de la concentracion
no es de mayor importancia, pero en otros casos, tales como la
preparacion de una solucion tipo (solucion de grado analitico), la
concentracion debe ser tan precisa como sea posible. La concentracion
se puede expresar en varias formas, como la normalidad (N),
molaridad (M) porcentaje en peso o volumen de solucion de acuerdo a

como exijan los resultados de las normas.



CONCEPTOS BASICOS DE SEGURIDAD

En la ejecucion de la mas simple practica de laboratorio, como por
ejemplo calentar una sustancia en un tubo de ensayo, debe tenerse
conciencia de los riesgos que corren Yy el debido cuidado para
minimizar los mismos. Es dispendioso reconocer los posibles
peligros, y posibles remedios.

La disciplina en el trabajo no es una ley rigida, si no méas bien emana
de las necesidades del trabajo, por lo cual existen algunos aspectos

importantes:

1. Conocimiento del trabajo
2. Riesgo a que se esta expuesto

3. Condiciones de seguridad

A continuacion se indicaran algunas de las reglas que se debe tener en

cuenta en el laboratorio para realizar el trabajo en las mejores

condiciones de trabajo:

- El trabajo de laboratorio debe tomarse en serio.



Utilizar monogafas si la prueba lo requiere.

Utilizar toda la dotacion bien puesta como el overol, delantal y
gorro.

No correr en el laboratorio.

No ingerir alimentos y bebidas

No probar los reactivos.

Conocer y saber utilizar el equipo de seguridad y de primeros
auxilios.

Evitar mezclas de reactivos por curiosidad.

Conocer los riesgos al trabajar con sustancias quimicas.

Evitar regresar pequefios residuos de reactivo al frasco original
para no contaminarlo.

Utilizar bafio de hielo cuando al mezclar dos sustancias
produzcan una reaccion exotérmica.

trabajar con sustancias volatiles lejos del fuego.

Utilizar peras o pipeteadores. Nunca pipetear con la boca.
Lavarse las manos después de terminar el trabajo.

Cuando caliente un tubo de ensayo, nunca se debe dirigir la

boca de este hacia un comparfero.



- Toda reaccion en que se produzcan olores que irriten la piel,
peligrosos o desagradables, debe efectuarse bajo una cabina de
extraccion segun el caso con respirador apropiado o0 como
minimo en locales bien ventilados.

- No arrojar los desechos por el desagle, reacciones violentas
pueden ocurrir al entrar esas sustancias en contacto con el agua.
Ademas se obstruyen los desaglies y se contamina el medio
ambiente

- Para preparar una solucion acida, vierta siempre el acido

concentrado sobre el agua, nunca vierta agua sobre el acido.



MATERIAL DE LABORATORIO

Se debe conceder especial atencion a la posible contaminacién de la
muestra por componentes de los recipientes en que se va a realizar la
prueba. Sobre todo cuando se verifica el analisis en pequefas
cantidades de sustancias que pueden estar presentes en el material de
laboratorio.

Los diversos tipos de material de laboratorio (vidrio, porcelana),
tienen un alto contenido de silice y son mas atacados por las
disoluciones alcalinas que por las acidas. La porcelana es atacada
menos que el vidrio, pero el vidrio aluminosilicato puede introducir
algo de aluminio.

El vidrio blando, a la cal, utilizado para fabricar los frascos que
contienen los reactivos, no sufre ataque intenso de los &cidos
minerales, pero las disoluciones alcalinas lo atacan intensamente. El
vidrio al borosilicato (pirex. Kimax) constituido principalmente por
SiO; y B,0s, es muy resistente al ataque quimico y a los cambios

térmicos bruscos, pero puede introducir trazas de Boro.
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El vidrio Vycor (conocido con el nombre de corning) que contiene un
96% de SiO; es aun mas resistente al ataque quimico y a los cambios
de temperatura.

Los plasticos de tipo polietileno se utilizan en recipientes para acido
florhidrico, alcalis causticos, acidos comunes en el laboratorio vy

amoniaco.
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REGLAS IMPORTANTES DE COMPORTAMIENTO EN EL

LABORATORIO

ALMACENAMIENTO

El almacenamiento de las sustancias, soluciones y reactivos del
laboratorio de control de calidad de Colanta, se basa en un nuevo
sistema de almacenamiento por un codigo de colores, para el
deposito de reactivos y adicionalmente una nueva rotulacion para
las sustancias utilizadas en las practicas de laboratorio.

Este nuevo sistema de almacenamiento tiende a mejorar la
seguridad en el laboratorio. Se basa en la reactividad de las
sustancias, sus semejanzas e incompatibilidades, adicionalmente
se realiza una nueva rotulacién para las sustancias utilizadas en los
analisis diarios que se realizan en el laboratorio; es asi como se
puede desarrollar actividades de conciencia para identificar
rapidamente el grado de peligrosidad de los diferentes reactivos
gue se manipulan a diario en el laboratorio, todo en pro de una

buena higiene y seguridad de las buenas practicas de laboratorio.
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Clasificacion por codigo de colores.

Los colores son los siguientes.

NARANJA.
Sustancias con una clasificacion no mayor de 2 en ninguna

categoria de riesgo. Almacenar en un area general de quimicos.

AZUL.
Riesgo de sanidad (envenenamiento), peligro por inhalacion,
ingestion, absorcion y por contacto. Son sustancias que producen

trastornos organicos hasta la muerte.

ROJO.
Riesgo de inflamacién, sustancias inflamables o combustibles,
muchos de ellos se incendian cerca de reactivos oxidantes, son

muy volatiles y con aire pueden formar mezclas explosivas.
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AMARILLO.
Riesgo de reactividad, peligro por choque, percusion, friccion,
formacién de chispas y accion del calor y por contacto con

sustancias inflamables o combustibles.

BLANCO.
Riesgo de corrosion, peligro por contacto e inhalacion, deben ser

almacenados en un area resistente a la corrosion.

En el sistema de almacenamiento los productos compatibles son
almacenados en estanteria del mismo color, los materiales no
compatibles con el mismo color se almacenan con etiqueta rayada,
estos productos no deben almacenarse junto a sustancias con
etiquetas del mismo color. Las etiquetas rayadas son tambien
sustancias con mayor grado de peligrosidad que requieren
condiciones especiales (ventilacion, alejados de chispas o fuentes

de calor) y en mayor cuidado en su manipulacion.
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Se debe procurar mantener cada grupo de colores debidamente
espaciados, primordialmente los rojos de los amarillos y las
sustancias con cddigo de color rayado en lo posible alejada de

cualquier otra sustancia.
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SOLUCIONES EMPLEADAS EN ANALISIS ESPECIALES

DE LA LECHE.

Estos analisis se hacen con el fin de llevar un control diario de la
presencia de los diferentes tipos de sustancias que se utilizan de
alguna forma para cambiar las propiedades fisicoquimicas de la leche
cruda para dar la apariencia de leche apta para el consumo,
disfrazando asi los problemas que ocurren a menudo con los lecheros,
ya sea por alimentacion del animal o por mal tratamiento de la leche
luego del ordefio. La adicion de estas sustancias constituyen una
preocupacion para la Cooperativa ya que comprenden un peligro
potencial para el consumidor, por ello las autoridades de la salud a
nivel nacional han establecido unas concentraciones permisibles que
se basan en la dosis méxima de la sustancia que se considera segura
para el consumo. Estos andlisis se dividen en tres categorias:

adulterantes, neutralizantes y conservantes.
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ADULTERANTES

Los posibles adulterantes en la leche, pueden ser diversos. El analista
debe estar atento a las condiciones o costumbres de la region de
donde procede la leche para ponerlas en evidencia. Entre los

adulterantes mas comunes se encuentran:

HARINAS Y ALMIDONES

Las harinas y almidones son utilizados como adulterantes en la leche,
debido a la facilidad con que se disuelve en ella, con el fin de
aumentar el porcentaje de solidos en la leche, influyendo también en
el punto crioscopico.

Esta prueba se basa en una reaccion colorimétrica entre un reactivo

especifico y el adulterante.

Procedimiento.
Se colocan 5 ml de muestra en un tubo de ensayo, se hace hervir y se
deja enfriar en bafo agua-hielo, luego se adicionan 5 gotas de la

solucion yodo-yoduro.
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La aparicion de una coloracion azul indica la presencia de almidén o
de harina. Una coloracion amarillenta significa un ensayo negativo.

(Acevedo, 2001).

Reactivos:

Yodo-yoduro de Potasio, en solucion; se pesa 1g de yodo y 2g de

yoduro de potasio en 300 ml de agua.

Las moléculas de yodo forman largas cadenas e iones | incrustada

dentro de la hélice de amilasa en el caso de presencia de almidon.
=1 =1=1=1]" -[1=1=01=1=1] -

Lo que produce el color caracteristico de la asociacion almidon-yodo

es una banda de absorcion en el espectro visible de esta cadena Is

dentro de la hélice.
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Figura 1. Estructura esquematica del complejo almidén-yodo. La

cadena del azucar amilasa forma una hélice alrededor de la cadena
lineal de yodo.
SACAROSA
La sacarosa es el azucar comun de mesa, extraida de la remolacha o
cafia de azucar, por ser soluble en la leche, se utiliza para adulterarla,
aumentando el punto crioscépico y los solidos no grasos. Se puede

analizar mediante una prueba colorimétrica.

Procedimiento.
En un tubo de ensayo se colocan 4 gotas de leche, mas 4 gotas de
reactivo de Bilis de buey y 3 mL de acido clorhidrico concentrado (se

recomienda utilizar campana de extraccion por los vapores del HCI
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concentrado). Se mezcla y se coloca en bafio maria a 50 ° C, durante 5

minutos exactos.

Al mismo tiempo, se trabaja con un testigo negativo constituido por
leche cruda, fresca y pura y con un testigo positivo que se prepara con
la misma leche pura mas la adicion de sacarosa en proporcion del 0.2
%.

La coloracion rojo-violeta se considera positiva para sacarosa. Una

coloracion rojiza tenue, se considera negativa.

Reactivos

Reactivo de bilis de buey; se disuelven 2g de bilis de buey para

bacteriologia previamente desecada a 110 ° C y se afora a 100 ml con

agua esterilizada.

Acido clorhidrico concentrado r.a (+ 37 %).
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CLORUROS

La adicion de cloruros en la leche, se hace mediante sales como el
cloruro de sodio NaCl (sal comdn). Se adiciona con la finalidad de
aumentar el punto crioscopico en leche, para enmascarar asi una
posible adicion de agua para aumentar el volumen o disfrazar la mala
calidad de la leche.

Se hace un ensayo tentativo que determina la cantidad de cloruros,
expresado como cloruro de sodio (NaCl). Si la cantidad de este es
superior a 2.3 g/litro, la muestra es sospechosa de haber sido
adicionada con cloruros. (Ministerio de la Proteccion Social, 2006).
Hay que tener presente que la leche de final lactacion o de vacas
enfermas aumenta de forma anormal el contenido en cloruro sodico,
con la consiguiente reduccién en otras sales como el calcio,
fundamental en el proceso de coagulacion de la caseina. La adicion de
cloruro sodico a la leche favorece la coagulacion de la caseina, que asi
forma miselas mayores. (Nat, 1977).

Como la leche por naturaleza contiene este tipo de sales minerales, es

admisible un porcentaje de 0.07 — 0.13% de NaCl.

21



Procedimiento.

En un tubo de ensayo se colocan 5 ml de la solucién de nitrato de
plata y se agrega dos gotas de Cromato de potasio. Se agita y se
adiciona 1.0 ml de leche. Se mezcla.

Si se produce una coloracion rojo-ladrillo, la cantidad de cloruros en

la leche, expresada como cloruro de sodio, es inferior a 2.3 g/litro.

Reactivos

Nitrato de plata, solucién acuosa; debe contener una concentracion de

1.3415 g/litro. Como la vida util del reactivo es corta, solo se prepara
100 ml, pesando 0.134 gramos de nitrato de plata y se afora a 100 ml
con agua destilada. Guardar la solucién en frasco color &mbar.

Cromato de potasio, solucion acuosa al 5%; pesar 5.0 gramos de

cromato de potasio r.a y diluir a 100 ml con agua destilada. Guardar

la solucidn en frasco color ambar.

Al adicionar el cromato de potasio al nitrato de plata, de inmediato se
forma una suspension rojo-ladrillo. Debido a la formacion del cromato

de plata.
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CrO4* +2Ag* = Ag.CrO,
Si hay presencia de sal en la muestra de leche, el color rojo-ladrillo se
desaparece por transformacion en un precipitado blanco de cloruro de
plata que queda en suspension en una disolucion amarillo canario

(C I’O42').

Ag.CrO, + 2CIF > CrO4* + AgCl

La transformacion tiene lugar por que la concentracion del ion plata
en el equilibrio de solubilidad con la cantidad de cloruro presente, es
menor que la concentracion de ion plata en la disolucién saturada de
cromato de plata. Hasta un cierto momento pueden coexistir cromato
y cloruro de plata solidos, pero si la concentracion del ion cloruro se
hace suficientemente alto, todo el cromato de plata se transformara en
cloruro de plata.

Sensibilidad de la prueba: el ensayo a partir de una concentracion del
0.04 % de cloruro de sodio (sal comun) adicionada a la leche, es

sensible.
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CONSERVANTES

Son las sustancias que son utilizadas con la finalidad de conservar por
mas tiempo la vida util de la leche, esto es posible por que frena el
desarrollo de los microorganismos o que los destruye en casos ideales.
En concentraciones elevadas pueden alterar la absorcion o la
eliminacion de agua, el contenido calorico o el aprovechamiento
caldrico, ademés de modificar las caracteristicas organolépticas.

Por motivos legales y tecnologicos es necesario poder determinar en
los alimentos las sustancias conservadoras tanto cualitativa como
cuantitativamente.

Unas de las sustancias que son utilizadas para este fin es el peroxido o
agua oxigenada, hipocloritos alcalinos y cloroamidas, formol, y
dicromato de potasio entre otros. Por lo cual esta completamente
prohibido, ya que estas sustancias son muy nocivas, ocasionando a

largo plazo alteraciones orgénicas para el organismo del consumidor.
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PEROXIDO DE HIDROGENO (AGUA OXIGENADA)

Ademas de inhibir el crecimiento bacteriano neutraliza rapidamente
la formacion de acido lactico, y debido a su descomposicion
moderada en un determinado tiempo se reduce la acidez.

El empleo de agua oxigenada como protector para los alimentos no
esta permitido, ya en la mayoria de los paises, porque puede
reaccionar como oxidante con los componentes del alimento y actla
como blanqueante. En la leche destruye casi por completo la vitamina
C, en cambio la grasa y las vitaminas liposolubles no sufren cambio.
El peroxido de hidrogeno es mas bien un desinfectante que un
conservador, ya que mata rapidamente a los microorganismos,
siempre que se emplee en la concentracion apropiada. Su accion no es

duradera ya que se descompone rapidamente.

Su efecto germicida se debe sobre todo a su accion oxidante que
ocasiona alteraciones irreversibles de diverso tipo en la célula
microbiana, especialmente en los sistemas enzimaticos. (Johnson,

A.H. and Peterson, M, 1974).
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En presencia de pentdxido de vanadio en medio acido (acido
sulfarico), el agua oxigenada da una coloracion rosada. Una

coloracion amarillenta debe considerarse como prueba negativa

Procedimiento.

En un tubo de ensayo se colocan 10 ml de la muestra y se agregan 10
gotas del reactivo, se observa el color.

Al mismo tiempo se trabaja con una solucion testigo negativa (leche
pura y fresca) y con uno positivo (leche pura adicionada con unas
gotas de peroxido).

La aparicion de un precipitado de coloracion rosada indica la
presencia de peroxido o agua oxigenada. Una coloracion amarillenta

debe considerarse como negativa.

Reactivos:

Pentdxido de vanadio, solucion acida; se pesa un gramo de

pentdxido de vanadio y se lleva a 100 ml con acido sulfurico diluido,
esta solucion se debe conservar en frasco ambar.

Acido sulfdrico diluido, se prepara colocando en un balon

volumétrico 94 ml de agua destilada y suavemente vierte por las
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paredes 6 ml de acido sulfurico concentrado el cual debe tener una
concentracion de 96-98%, agitando moderadamente, si lo prefiere lo
puede hacer con bafio de hielo para evitar la formacion de vapores,

por la reaccion del acido fuerte con el agua.

HIPOCLORITOS Y CLOROAMIDAS

Este tipo de sustancias se utilizan por su gran poder de inhibicion o
destruccion de todo microorganismo, dependiendo de la concentracion
que se utilice, lastimosamente es adicionado a la leche para inhibir el
crecimiento bacteriano el cual es el causante de la degradacion de la
leche.

Al tratar la leche con yoduro de potasio en diferentes condiciones, se

obtienen coloraciones segun la cantidad de cloro activo presente.

Procedimiento.
Prueba A: a 5.0 ml de leche, en un tubo de ensayo, se adiciona 1.5 ml
de solucidn de la solucion de yoduro de potasio, agitar y observar el

color.
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El hipoclorito es un oxidante fuerte del ion yoduro.

ClO + 2H* + 2I' > CI + H,O + |,

Prueba B: Si no cambia de color de la leche, se afiaden 4.0 ml de acido

clorhidrico diluido 1:2, se mezcle con una varilla de vidrio de extremo

plano y se observa el color del coagulo formado.

Al acidificar el medio, el hipoclorito, operaria como cloro disponible.
Cl, + 2I > CI + I,

Prueba C: Se coloca el tubo en un bafio maria previamente calentado a

85 ° C y se mantiene alli por unos 10 minutos (durante este tiempo, el

coagulo sube a la superficie). Se enfria rapidamente, colocando el tubo

en bafio de agua fria. Se observa el color del coagulo y del liquido.

Prueba D: Se agrega 1.0 ml de la solucion de almidén al liquido que
esta por debajo del coagulo y se observa el color. En la siguiente tabla
se resumen los resultados:

Si el liquido que esta por debajo del coagulo es de colacion azul es

por esta presente el ion yoduro, que forma un complejo almidén-yodo
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Tabla. Interpretacion de resultados.

Concentracio

n 1000 ppm | 500 200 100 40 ppm | 20 ppm

Disponible ppm ppm ppm

ppm

Prueba A Pardo Amarill | Amarill
amarillent | o o palido - | -
0 intenso | difuso

Prueba B Pardo Amarill | Amarill
Amarillent | o o claro | e
0 intenso

Prueba C Pardo Amarill | Amarill | Amarill | Amarill | Amarillent
amarillent | o 0 0 o palido | o
0 intenso

Prueba D Azul Azul Azul Rojo Rojo Rojo
purpura purpura | parpura | purpura | purpura | parpura

oscuro claro
Reactivos:

Yoduro de potasio, solucidn acuosa al 7%; pesar 7 gramos de yoduro

de potasio y aforar a 100 ml con agua destilada.
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Acido clorhidrico diluido (1:2); viértase en 500 ml de agua 500 ml de

acido clorhidrico concentrado (36-37%), lentamente por las paredes y
agitando suavemente, utilizar cabina de extraccion por los vapores del
HCL concentrado. Guardar la solucion en frasco de vidrio.

Almidodn, solucién acuosa al 1%; con 1.0 gramo de almidon soluble

(pureza analitica) forme una pasta fina con agua. Viértase en 100 ml
de agua hirviendo. Dejar enfriar. El almidon se biodegrada con
facilidad, por lo que debe utilizarse soluciones recién preparadas o que

contengan un conservador, como el Hgl o timol.

FORMALDEHIDO

También conocido como formol, es utilizado diluido en agua como
desinfectante y conservante, funcionando como bactericida en leche,
conservandola por mas tiempo. Siendo una sustancia que se prohibe
por ley por su efecto toxico en la adicion en alimentos, se analiza
con una prueba tentativa con una técnica basada en la coloracion

violeta que se produce en presencia de cloruro férrico en medio acido.
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Procedimiento.

Se coloca 3.0 ml de leche, previamente homogenizada, y se adiciona 3
gotas de solucién de cloruro férrico al 1%. Con mucho cuidado se
inclina un poco el tubo y adiciona por las paredes 5.0 ml de acido
sulfdrico concentrado, procurando que no se mezcle con la leche, de
modo que al enderezar el tubo queden dos capas.

Al mismo tiempo se trabaja con un testigo negativo, constituido por
5.0 ml de leche pura y fresca, y un testigo positivo que se prepara
agregando una gota de solucion testigo de formaldehido de la misma

leche pura.

Un anillo color violeta que se forma el la interfase entre el acido y la
leche, indica la presencia de formaldehido.

Si la concentracion del formaldehido es muy alta la prueba es menos
sensible; para hacerla mas sensible, se debe hacer diluciones de la

muestra de leche pura y fresca.
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Reactivos:

Cloruro férrico, solucion acuosa de al 1% (FeCls); se pesa

exactamente 1.0 gramos de tricloruro ferrico r.a, y se afora en baldn
volumeétrico con agua desionizada.

Acido sulfurico r.a

Formaldehido, solucion testigo; diluir 1 gota de formaldehido de 38-

40% en 100 ml de agua.

NEUTRALIZANTES

Estas sustancias son utilizadas con el proposito de neutralizar la acidez
provocada por el acido lactico, debido al mal cuidado de la leche, ya
sea por mal higiene del tanque o la temperatura mayor de 10°C. Una
prueba presuntiva, comprueba la presencia de neutralizantes por
cambio de color con una solucion alcohdlica de alizarina. En la
prueba confirmativa, al agregar fenolftaleina a una muestra de leche
previamente hervida y adicionada de oxalato de potasio, una

coloracion rosada indica la presencia de alcalizantes en la leche.
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PRUEBA PRESUNTIVA

Se comprueba la presencia de neutralizantes por la aparicién de una
coloracién rojo violeta.

Procedimiento:

En un tubo de ensayo se colocan10 ml de leche bien mezclada y se
agregan 3 ml de la solucion e alizarina.

Reactivos:

Alizarina, solucion alcohdlica; se disuelven 0.5 gramos de alizarina en

un litro de alcohol al 75%, previamente neutralizado.

PRUEBA CONFIRMATIVA.

Procedimiento:

En un tubo de ensayo se colocan 5 ml de leche y se calienta a
ebullicion con agitacion, se deja enfriar, se agregan 5 gotas de
solucion de oxalato de potasio y se agita. Se agregan 5 gotas de la
solucion de fenolftaleina, sin agitar. Observar el color.

La aparicion de una coloracion rosada indica la presencia de
alcalinizantes en la leche. (Gaviria, 1992)..

Reactivos:
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Oxalato de potasio, solucion acuosa al 30% (m/v); pesar en un

Beacker limpio y seco 30 gramos de oxalato de potasio K,C,0a.
Disolver en 50 ml de agua desionizada, transferir a un baldn
volumétrico de 100 ml y completar hasta el afore con agua

desionizada.

Solucién alcoholica de fenolftaleina al 2%: pesar 2 gramos de

fenolftaleina r.a y llevar a 100 ml en un balon volumétrico con agua

destilada.

El oxalato de potasio en solucion tiene el siguiente comportamiento:

K2C204(s) - 2K' + C2042'

Al haber presencia de iones alcalinizantes como ion hidroxilo OH" e

ion carbonato CO3 % la muestra aumentaria rapidamente el PH, por el

caracter basico de estas sustancias.

K* + OH > KOH
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2K*Y + COs3 > K,CO3

E inmediatamente se presentaria la formacion del color rosado, debida
a la fenolftaleina, cuyo viraje de color es de incolora-rosado en un PH

de 8.0 — 9.6, como se puede observar en la siguiente reaccion:

ificoloro ros=a
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ANALISIS ENZIMATICO

Estos andlisis son de vital importancia, ya que ellos nos indican la

eficacia en el proceso de pasterizacion de la leche.

DETERMINACION DE FOSFATASA

Este ensayo tiene por objeto comprobar la total destruccion de las
enzimas fosfatasicas durante el tratamiento térmico de la leche. Se
basa en comprobar la accion de la muestra que se analiza en un medio
amortiguado, sobre el p-nitrofenol disddico. En presencia de fosfatasa,
este Ultimo es hidrolizado y el p-nitrofenol liberado comunica una

coloracién amarillenta.

La muestra debe examinarse en un rango de temperatura de 3a 5 ° C.
en el momento del ensayo se lleva a temperatura ambiente. Si la
muestra presenta coloracion o esta acidificada no puede someterse al

ensayo.
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Se colocan 2.5 ml de la solucion amortiguada de sustrato en tubos de
ensayo esterilizados, se tapan y se llevan al bafio termostatazo a 37 °
C, por unos tres minutos. Se agrega 0.5 ml de la leche, se tapa, se
mezcla bien y se mantiene por dos horas a 37° C. observar cada 20 ml
si la muestra cambia de color, por eso se debe tener una solucion
testigo, para tener la referencia de la fosfatasa positiva. El testigo
positivo debe presentar una coloracion amarilla intensa. (AOAC,

2000).

Reactivos:

Solucién amortiguadora: se pesa exactamente 3.5 gramos de

carbonato de sodio anhidro r.a, y 1.5 gramos de bicarbonato de sodio
r.a y se afora en un balon volumétrico de 1000 ml con agua que sea
esterilizada y destilada. Guardar en frasco color &mbar.

Solucién amortiguada del sustrato: se disuelven 0.15 gramos de

p-nitrofenilfosfato disodico en cantidad suficiente de solucion
amortiguadora para completar 100 ml. Si la solucién presenta un leve
color amarillento debe ser rechazada. Esta solucion puede ser

conservada por una semana. Pero protegida de la luz.
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DETERMINACION DE PEROXIDASA

Las peroxidas de origen bacteriano, se ponen de manifiesto por su
capacidad de descomponer el agua oxigenada, liberando oxigeno, lo
cual se demuestra por una coloracion gue comunica una solucion de
guayacol. Esta enzima se destruye a una temperatura de 80° C
mantenida unos pocos segundos, por lo que las leches calentadas a

temperaturas superiores no presentan actividad peroxidasica.

Procedimiento.

En un tubo de ensayo se coloca 3 ml de leche, se agrega 10 gotas de la
solucion de guayacol y se agita. Se espera 1 minuto y se observa el
color. Se agrega 5 gotas de solucion de agua oxigenada y observa el
color.

Si el lapso comprendido entre la adicién del primer reactivo y el
segundo, aparece coloracion rosada, indica la presencia de agua
oxigenada Yy peroxidasa. Es aconsejable esperar 5 minutos después de

la adicidn del agua oxigenada.(Acevedo, 2001).
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Reactivos:

Solucién de agua oxigenada al 0.3 %: se diluye 1.0 ml de agua

oxigenada esterilizada de 30% de concentracion, hasta 100 ml de agua
destilada. Guardar en frasco color ambar y en refrigerador.

Solucion de guayacol: pesar 2 gramos de guayacol r.a (con pureza

minima de 99%), adicionar 80 ml de etanol al 75%, llevar a un baldn
volumétrico de 100mm y aforar con una solucién acuosa de fenol al
3%. La solucidn debe ser incolora, guardar en un frasco color ambar y

en refrigeracion.

Esta prueba se hace con la finalidad de comprobar que la pasterizacion
es exitosa, por el manejo de las temperaturas, ya que si excede del
limite de temperatura se inactiva esta valiosa enzima para la leche,

proporcionandole a la leche un sabor a cocido.
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DETERMINACION DE REDUCTASAS

En presencia de reductasas el azul de metileno es decolorado y la
velocidad de la decoloracion depende del grado de contaminacion de

la leche.

Preparacion de la muestra.

Antes de tomar los 10 ml de la muestra, mezcle por inversion
rapidamente 25 veces y limpie el recipiente con una toalla o gasa
estéril saturada con Alcohol etilico 96° Blamis Productos quimicos.
Proceda a abrir el recipiente. El intervalo entre la agitacion y la toma
de la muestra no debe ser mayor de 3 minutos.

Para no comenzar las pruebas a intervalos irregulares, conservar los
tubos que contienen las muestras de 0 a 4 °C, hasta que estas puedan

ser examinadas de manera conjunta.

Procedimiento.
Coloque con la ayuda de una pipeta estéril o toma muestra 10 ml de
leche en un tubo tapa rosca 15 x 150 estéril. Identifiquelo con

marcador resistente a la humedad.
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Con una pipeta esteril, transfiera a cada tubo 1 ml de la solucion de
trabajo inmediatamente después de colocar en el tubo 10 ml. de la
muestra de leche, evitando la exposicion prolongada a la luz,
especialmente a la directa del sol. Determinar la posicion de los tubos
tan pronto como agregue el reactivo elaborando un cuadro para cada
gradilla o adoptando otro procedimiento inequivoco. Tapar los tubos
sin apretar y colocarlos en la nevera. Cuando todas las muestras estén
listas para incubacion elevar la temperatura de los tubos a 37°C
durante 10 minutos (controlados por reloj) y aflojar ligeramente las
tapas.

Determinar la temperatura de las muestras colocando un termémetro
en un tubo control que contenga 10ml de leche, el cual debe ser
tratado de la misma manera que las muestras.

Con el proposito de distribuir la crema, cuando la temperatura alcance
los 37°C, apretar los tapones, invertir lentamente cada gradilla de
tubos 3 veces y anotar esta hora como la del comienzo de la
incubacion hora 0. Nota: No reemplazar la inversion por la agitacion.

(SISLAC, 2006).
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Reactivos:

Azul de metileno grado reactivo (C16H1sCIN3S 2H0) C.1. No. 52015.

Solucién Colorante Madre. Colocar en un frasco estéril de color

ambar 500 ml de agua destilada estéril, agregar 0,275 g de Azul de
metileno pesado con exactitud, agitar, disolver completamente, enfriar
y conservar en refrigeracion maximo una semana.

Solucidn de trabajo. En un frasco ambar que contenga 90 ml de agua

destilada esteril, agregar 10ml de solucion madre. Preparar esta

solucién diariamente.
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ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LA LECHE

ACIDEZ TOTAL

Una alicuota de leche fresca se titula con hidroxido de sodio 0.1N en
presencia de fenolftaleina, hasta color rosado permanente. Los

resultados se expresan como porcentaje de acido lactico.

Preparacion de la muestra.

Si la leche es fresca y no hay separacion visible de la crema, se mezcla
pasando la mezcla de un recipiente a otro, 3 veces como minimo. Si la
muestra contiene grumos de grasa, se calienta a 38°C en bafio maria
antes de homogenizar y se deja enfriar antes de medir la alicuota.
Procedimiento.

Se toman 9 ml de la leche y se colocan en una capsula de porcelana,
agregar 5 gotas de la solucion de fenolftaleina. Titular con la solucion
de hidroxido de sodio 0.1N hasta coloracion rosada persistente. El
resultado de la prueba se da en porcentaje de acido lactico. (Instituto

Colombiano de Normas Técnicas, 2001).

43



Reactivos:

Solucion de hidréxido de sodio 0.1N:

Método 1: Se prepara a partir de una solucion de hidroxido de sodio
50% (p/p), debe prepararse previamente y dejarse en reposo para que
sedimente. El carbonato de sodio es insoluble en esa solucion, y
precipita. La solucion se conserva en un frasco de polietileno
herméticamente cerrado, y se manipula con precaucion para evitar que
el precipitado asentado vuelva a suspenderse cuando se toma una
parte del sobrenadante. La densidad es cercana a 1.5 g por mililitro.

Por otra parte se deja secar ftalato acido de potasio de calidad patrén
primario durante una hora a 110° C y conservarlo en un desecador.

O O

o o 0 K

K+ NaOH > | | + H
OH o O fis

\

/

Se hierve 1 litro de agua durante 5 min para eliminar el CO,. Se
transfiere el agua a un frasco de polietileno, que debe permanecer
herméticamente cerrado siempre que sea posible. Se calcula en el

volumen de NaOH al 50% que se requiere para obtener 1 litro de
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NaOH 0.1 N. se utiliza una probeta graduada para trasvasar esta
cantidad de NaOH al frasco que contiene el agua. Se homogeniza por
agitacion y se deja enfriar hasta la temperatura ambiente (de
preferencia durante toda la noche).

Se pesan cuatro muestras de aftalato acido de potasio y se disuelve
cada una de ellas en 25 ml de agua destilada en un matraz de 125 ml.
El tamafio de cada muestra debe ser tal que estas reaccionen con 25 ml
de NaOH 0.1 N. a cada una se les agrega gotas de fenolftaleina como
indicador, una de ellas se titula con rapidez para localizar rapidamente
el punto final.

Se calcula el volumen de NaOH necesario  para titular
cuidadosamente cada una de las otras muestras. Durante cada
titilacion se debe utilizar el agitador magnetico con el fin de mezclar
con el resto de la solucién el liquido adherido a la pared del
recipiente. Cuando se esta muy cerca del punto final, cada adicion
debe aportar una fraccion de gota. Para lograrlo, se deja que una se
forme parcialmente en la punta de la bureta y se pone en contacto con
la pared del interior del matraz, que se inclina y se hace girar para que
aquella se mezcle con el resto de la solucién. El punto final se alcanza

con la aparicién de un color rosa palido que persiste por 1o menos
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durante 15 segundos. (El color desaparece lentamente a medida que en
la solucion de disuelve CO; del aire.) Se calcula la normalidad

promedio.

Solucion alcohodlica de fenolftaleina al 1%: pesar 1 gramo de

fenolftaleina r.a y llevar a 100 ml en un balon volumeétrico con Etanol

al 75%. (Gabb, 1973).

ACIDEZ CUALITATIVA

Esta prueba se basa en la reaccion de la mezcla de una muestra de
leche con alcohol al 80% en la cual si esta mezcla se corta (formacion
de grumos o hilos de leche) quiere decir que la leche tiene una acidez
mayor a 0.16%. Por el sistema integral de colanta, por norma interna
se exige un rango de aceptacion de 0.13 — 0.16%.

Los grados GL se valoran con un alcoholimetro, teniendo en cuenta la
temperatura del alcohol, y mirando la correlacion con las siguientes

tablas.
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CORRELACION DE GRADOS GAY LUSSAC (°GL) PARA REFERIRLO AL 15°C

°C

GRADOS APARENTES EN EL AREOMETRO (ALCOHOLIMETRO)

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84,0

GRADOS

REALES EN EL

AREOMETRO (ALCO

HOLIMETRO)

15

70,0

71,0

72,0

73,0

74,0

75,0

76,0

77,0

78,0

79,0

80,0

81,0

82,0

83,0

84,0

16

69,7

70,7

71,7

72,7

73,7

74,7

75,7

76,7

77,7

78,7

79,7

80,7

81,7

82,7

83,7

17

69,3

70,3

71,3

72,3

73,3

74,3

75,3

76,3

77,3

78,3

79,3

80,3

81,3

82,3

83,3

18

69,0

70,0

71,0

72,0

73,0

74,0

75,0

76,0

77,0

78,0

79,0

80,0

81,0

82,0

83,0

19

68,7

69,7

70,7

71,7

72,7

73,7

74,7

75,7

76,7

77,7

78,7

79,7

80,7

81,7

82,7

20

68,3

69,3

70,3

71,3

72,3

73,3

74,4

75,4

76,4

77,4

78,4

79,4

80,4

81,4

82,4

21

68,0

69,0

70,0

71,0

72,0

73,0

74,0

75,0

76,0

77,0

78,0

79,0

80,0

81,0

82,0

22

67,8

68,8

69,8

70,8

71,8

72,8

73,8

74,8

75,8

76,8

77,8

78,8

79,8

80,8

81,8

23

67,4

68,4

69,4

70,5

71,4

72,4

73,5

74,4

75,4

76,4

77,4

78,4

79,4

80,4

81,4

24

67,1

68,1

69,1

70,1

71,1

72,1

73,1

74,1

75,1

76,1

77,1

78,1

79,1

80,1

81,1

25

66,7

67,7

68,7

69,7

70,7

71,7

72,7

73,7

74,7

75,7

76,7

71,7

78,7

79,7

80,7

26

66,4

67,4

68,4

69,4

70,4

71,4

72,4

73,4

74,4

75,4

76,4

77,4

78,7

79,7

80,7

27

66,1

67,1

68,1

69,1

70,1

71,1

72,1

73,1

74,1

75,1

76,1

77,1

77,1

79,1

80,1

28

65,8

66,8

67,8

68,8

69,8

70,8

71,8

72,8

73,8

74,8

75,8

76,8

77,8

78,8

79,8

29

65,5

66,5

67,5

68,5

69,5

70,5

71,5

72,5

73,5

74,5

75,5

76,5

77,5

78,5

79,5

30

65,2

66,2

67,2

68,2

69,2

70,2

71,2

72,2

73,2

74,2

75,2

76,2

77,2

78,2

79,2
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CORRELACION DE GRADOS GAY LUSSAC (°GL) PARA REFERIRLO AL

15°C

°C

GRADOS APARENTES EN EL AREOMETRO (ALCOHOLIMETRO)

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

GRAD

OS REALES GAY LUSSAC A TEMPERATURA AMBI

ENTE

15

85,0

86,0

87,0

88,0

89,0

90,0

91,0

92,0

93,0

94,0

95,0

96,0

97,0

98,0

16

84,7

85,7

86,7

87,7

88,7

89,7

90,7

91,7

92,7

93,7

94,7

95,7

96,7

97,7

17

84,3

85,3

86,3

87,3

88,3

89,3

90,3

91,3

92,3

93,3

94,3

95,3

96,3

97,3

18

84,0

85,0

86,0

87,0

88,0

89,0

90,0

91,0

92,0

93,0

94,0

95,0

96,0

97,0

19

83,7

84,7

85,7

86,7

87,7

88,7

89,7

90,7

91,7

92,7

93,7

94,7

95,7

96,7

20

83,4

84,4

85,4

86,4

87,4

88,4

89,4

90,4

91,4

92,4

93,4

94,4

95,4

96,4

21

83,0

84,0

85,0

86,0

87,0

88,0

89,0

90,0

91,0

92,0

93,0

94,0

95,0

96,0

22

82,8

83,8

84,8

85,8

86,8

87,8

88,8

89,8

90,8

91,8

92,8

93,8

94,8

95,8

23

85,4

83,4

84,4

85,4

86,4

87,4

88,4

89,4

90,4

91,4

92,4

93,4

94,4

95,4

24

82,1

83,1

84,1

85,1

86,1

87,1

88,1

89,1

90,1

91,1

92,1

93,1

94,1

95,1

25

81,7

82,7

83,7

84,7

85,7

86,7

87,7

88,7

89,7

90,7

91,7

92,7

93,7

94,7

26

81,7

82,7

83,7

84,7

85,7

86,7

87,7

88,7

89,7

90,7

91,7

92,7

93,7

94,7

27

81,1

82,1

83,1

84,1

85,1

86,1

87,1

88,1

89,1

90,1

91,1

92,1

93,1

94,1

28

80,8

81,8

82,8

83,8

84,8

85,8

86,8

87,8

88,8

89,8

90,8

91,8

92,8

93,8

29

80,5

81,5

82,5

83,5

84,5

85,5

86,5

87,5

88,5

89,5

90,5

91,5

92,5

93,5

30

80,2

81,2

82,2

83,2

84,2

85,2

86,2

87,2

88,2

89,2

90,2

91,2

92,2

93,2
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Reactivos:

Alcohol industrial: se toman 60 litros del alcohol en el porrén de

recibo, cuya capacidad es de 80 Litros. . Se introduce el
alcoholimetro y hace lectura en la escala de los grados aparentes de
alcohol. Con un termometro tomamos la temperatura y observamos
en la tabla los grados reales. Se hace el calculo por dilucion, y se
procede a diluir el alcohol con agua desionizada hasta llegar a 80° GL
teniendo en cuenta la correlacion de la tabla.

En un Beacker se toma una muestra representativa, y se hace lectura
de PH, con el PH-metro. Si el pH no se encuentra en rango de PH
neutro 6.5 — 7.5, se hace la correccion agregando acido clorhidrico 0.1
N, en caso de estar el PH por encima de 7.5, si el PH se encuentra por
debajo de 6.5, agregar hidroxido de sodio 0.1 N.

Por ultimo se adiciona £ 0.5 gramos de azul de metileno grado
comercial, para darle una coloracion azul al alcohol, esto hace para

mejor efectividad de la prueba.
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GRASA CON EL METODO GERBER

El acido disuelve las proteinas y demas constituyentes de crema con
excepcion de la grasa, al mismo tiempo eleva la temperatura de la
muestra, y disminuye la tension superficial y la viscosidad.

Por la diferencia de densidades y estas condiciones, la grasa se
aglomera y tiende a separarse. El alcohol isoamilico, disminuye la
tension  interfacial favoreciendo la ruptura de la emulsion, la
separacion de la grasa y previene la sulfonacion y carbonizacion de la

misma.

Procedimiento.

Se coloca en un butirémetro 10 ml de acido sulfarico de 90-91% vy se
agrega con cuidado a 11 ml de leche, previamente homogenizado, se
debe adicionar lentamente teniendo cuidado que no se mezcle
bruscamente. A continuacion se agrega 1 ml de alcohol isoamilico y
se tapa el butirometro. Se agita fuertemente hasta disolucién total de la
fase proteica de la leche, a continuacién se centrifuga (1000 rpm) por
12 minutos. Luego se lleva el butirdbmetro al bafio termostatado a

65°C, donde se deja por 5 minutos, manteniendo el nivel de agua por
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encima de la columna de grasa del butirbmetro. Para leer, se presiona
con el embolo hasta que la base de la columna de grasa quede a nivel
de una divisién principal. La altura de la columna de grasa da el
porcentaje de grasa en la leche. (Instituto Colombiano de Normas

Técnicas, 1999).

Reactivos:

Alcohol isoamilico r.a:

Acido sulfdrico al 90-91%: se prepara partir de &cido sulfarico
comercial, que generalmente tiene una concentracion de 96-98%. Para
saber exactamente que concentracion se encuentra, se debe tomar
0.50 gramos de acido sulfurico y se adiciona a un erlenmeyer de 250
ml, que contiene aproximadamente 50 ml de agua desionizada muy
lentamente por las paredes. Se procede a titular con hidroxido de sodio
1.0 N en presencia 3 gotas de rojo de metilo, cuyo color de viraje es
de rojo-amarillo aun PH de 4.2 —6.3.

El tanto por ciento del acido sulfurico se obtiene a partir de la

siguiente expresion:
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ml 0 x NWoeoHx 490

% Hi8304=
PRI g de muestra

Al conocer la verdadera concentracion de acido sulfdrico en
porcentaje, por medio de la ecuacion de dilucién, se diluye hasta

obtener un porcentaje de 90-91%.

VaX Na =VbXNb

Otra forma de preparacion de este acido es por aerometria. Se diluye

adecuadamente hasta obtener una gravedad especifica de 1.82 a

1.825
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SOLUCIONES PARA EL LAVADO CIP DE SILOS,

CARROTANQUES Y PASTEURIZADOR

Son soluciones que son empleadas con el proposito de remover toda la
materia organica u suciedad que permanece en los silos, carrotanques
y el equipo que conforma el pasteurizador. Las soluciones de lavado
se preparan en silos especializados de capacidad de 500 y 2000 L.itros.
Existen dos tipos de lavado, el lavado alcalino que se realiza con soda
caustica, y el lavado acido, que se puede utilizar acido nitrico o acido
fosforico, pero no la mezcla de los dos.

Antes de realizar estos lavados, se verifica la concentracion en que
Ilega a suministros la soda, el acido nitrico y el acido fosférico por
parte del analista de insumos. (Acevedo, 2000).

Se debe tener muy presente en el momento de analizar estos reactivos,
el equipo de proteccion personal, ya que llegan con una concentracion

muy alta.
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ACIDO NITRICO

Se debe tener un especial cuidado con el acido nitrico, ya que es un
acido fuerte y un agente oxidante poderoso, que sobre la piel produce
una coloracion amarillenta al reaccionar con ciertas proteinas y formar

acido xantoproteico amarillo.

El muestreo del HNOg; se debe hacer revolviendo con un toma-
muestra la caneca, en la cual, el acido nitrico esta con una
concentracion de = 50% grado comercial.

Tomar unos 100 ml de acido en un frasco plastico con tapa. Pesar 0.5
gramos del acido, diluirlos en 50 ml de agua desionizada, teniendo en
cuenta que el acido se adiciona al agua con una agitacion lenta.
Adicionar 3 gotas de fenolftaleina y titular con una solucion

estandarizada de hidréxido de sodio 1.0 N

El tanto por ciento del acido nitrico se obtiene a partir de la siguiente

expresion:
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Vol deWNaOH x 6.3

% HNO; =
’ } peso de la muestra

Una alternativa es la verificacion por aerometria; el acido nitrico debe

contener una densidad entre 1.32 y 1.33. Causa de rechazo < 50%.

SODA CAUSTICA.

Soda céustica es el término vulgar, pero su nombre quimico es
hidroxido de sodio y por la concentracion suficientemente alta en la
que llega a suministros puede destruir la carne; por esta razon al
tomar la muestra llevar todo el equipo de proteccién personal.

El muestreo del NaOH se debe hacer revolviendo con un toma-
muestra la caneca, en la cual, la soda esta con una concentracion de *
50% grado comercial.

Tomar unos 100 ml de soda en un frasco plastico con tapa. Pesar 0.5
gramos de la soda, diluirlos en 50 ml de agua desionizada, teniendo

en cuenta que la reaccion de dilucién puede ser exotérmica (liberacion
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de calor). Adicionar 3 gotas de fenolftaleina y titular con una solucién
estandarizada de HCI 1.0 N.
El tanto por ciento del hidroxido de sodio se obtiene a partir de la

siguiente expresion:

Vol de HCl gastados x 4.0

0L N 1 =
%o WalOH Sramos de =oda

El PH debe ser mayor a 9.5.
La densidad de una solucién de hidroxido de sodio al 50% debe ser de
1.5

Causa de rechazo menor del 48%.

ACIDO FOSFORICO.

Acido fosférico, de formula quimica HsPO,, &cido que a temperatura
ambiente es una sustancia cristalina con una densidad relativa de 1,83.
C. Normalmente, el acido fosforico se almacena y distribuye en

disolucion, pero a suministros llega en una concentracién de mas o
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menos 85% grado comercial. El acido es muy util como solucién de
lavado debido a su resistencia a la oxidacion, a la reduccion y a la
evaporacion.

En la toma de muestra se procede con igual precaucion que con el
acido nitrico.

Pesar 0.5 gramos de acido fosforico, diluirlos en 50 ml de agua
desionizada, teniendo en cuenta que el acido se adiciona al agua con
una agitacion lenta. Adicionar 3 gotas de naranja de metilo y titular

con una solucioén estandarizada de hidréxido de sodio 1.0 N

Tanto por ciento del acido fosforico se obtiene a partir de la siguiente

expresion:

Vol de NaOH gastado x 3.27

Yo HiPOs =
gramos de HiPO4
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