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RESUMEN

La leche es un alimento consumido a nivel general y esta presente en la piramide
de alimentacion de cualquier ser humano, por brindarnos macro y micronutrientes
esenciales para el organismo.

Sin embargo, esta clase de productos requieren ser controlados por las Agencias
Reguladoras de cada pais, para determinar la calidad del producto. Uno de estos
pardmetros para determinar la calidad, es la acidez titulable, la cual nos sirve para
verificar las condiciones higiénicas en la cual el producto fue sometido hasta llegar
al producto final.

Se obtuvo resultados satisfactorios en la validacion de la metodologia de acidez
titulable en las matrices de Leche UHT, en los tipos Entera, Semidescremada y
Descremada, cumpliendo con los objetivos propuestos en el presente trabajo, a

su vez cumpliendo con las Normativas Vigentes Ecuatorianas.



ABSTRACT

Milk is a food consumed at a general level and is present in the food pyramid of
any human being, because it provides us with essential macro and micronutrients
for the body.

However, this kind of products need to be controlled by the Regulatory Agencies
of each country, to determine the quality of the product. One of these parameters
to determine the quality is the titratable acidity, which helps us to verify the
hygienic conditions in which the product was subjected until reaching the final
product.

Satisfactory results were obtained in the validation of the titratable acidity
methodology in the UHT Milk matrices, in the Whole, Semi-skimmed and Skimmed
types, complying with the objectives proposed in this work, in turn complying with

the Ecuadorian Current Regulations.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Desde el punto de vista nutricional, la leche de vaca contribuye con el desarrollo
humano en virtud de su contenido de nutrientes como grasa, proteina, lactosa,
vitaminas y minerales, pues bien, poseen cierta similitud a la leche materna la
cual es de vital importancia durante el crecimiento y desarrollo de los seres
humanos desde la génesis de nuestra subsistencia. [1]
La leche es uno de los alimentos mas importantes en la nutricibn humana (por no
decir el mas importante), desde el principio de nuestra vida consumimos por
primera vez la leche materna, es el primer vector natural de nutrientes durante la
vida de cualquier ser humano, en la cual, es de vital importancia garantizar su
consumo y conservacion.
En la actualidad el mercado busca garantizar productos de calidad e inocuos, que
muestren un alto valor nutricional y por ende se consideren como un componente
importante de la dieta de los seres humanos; en este sentido la leche cruda. [2]
Estos forman parte de una dieta saludable y balanceada, ya que contienen micro
y macronutrientes y una mayor disponibilidad, porque contienen microorganismos
que favorecen al microbiota intestinal, los cuales actian desplazando a los
patdgenos y también intervienen en los mecanismos de inmunomodulacion, por lo
gue su consumo debe realizarse desde los primeros afos de vida.
La leche y los productos lacteos tienen un papel importante en la dieta humana
debido a sus numerosos nutrientes beneficiosos, como proteinas, azucares,
minerales y vitaminas solubles en agua. [3]
Por ende, al ser un alimento consumido en su gran mayoria de los habitantes,
existe una gran demanda de productos provenientes de la leche, por lo cual
grandes empresas ven un potencial econémico e industrial para la fabricacién y
comercializacién de leches, existiendo una gran variedad de productos en el
mercado.
Para esto se necesita que se controle satisfactoriamente los parametros
intrinsecos, dentro de los cuales se encuentra la acidez de la leche, la cual es
muy importante para la determinar frescura y el estado de conservacion del
1



producto, asimismo, también se puede observar la alteracion de la leche
detectada por la acidificacion.

Con esto, se determina la calidad del producto que se comercializa en el mercado
ecuatoriano, para cumplir los estandares establecidos por la Norma INEN, para su

distribucion a los consumidores.



1.2. Descripcién del problema

De acuerdo con el INEC, en el afio 2020 se producen diariamente 6,152.841 litros
de leche cruda, la cual, representa fuente de ingresos econdmicos para
aproximadamente a 1,2 millones de personas en territorio nacional. Esto equivale
un consumo de leche por habitante dentro de Ecuador sea de 110 litros cada afio.
Aun asi, representa una minoria con lo que recomienda las FAO Y OMS para el
consumo anual por persona (unos 180 litros aproximadamente por habitante cada
ano). [4]

Segun los datos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), la zona
industrial lactea de la nacién produce alrededor de 1.400 millones USD al afio por
la produccion e industrializacion de la leche y el precio oficial del litro de leche al
productor es de 0,42 USD.

En la mencionada zona industrial lactea del Ecuador, existe alrededor de 299.000
productores de leche, dentro del valor mencionado anteriormente, el 80%
corresponden a granjas pequefas o familiares, y el 20% pertenecen a granjas
medianas y grandes, lo que significa que dentro de la zona industrial existen
mayoritariamente empresas pequefias, las cuales necesitan hacer inversiones
econdémicas para mejorar la alimentacion de las vacas, y, siendo fundamental,
equipos y tecnologias dentro del mercado para la optimizacion del proceso de
produccion del producto final. [5]

Debido a las propiedades fisicoquimicas de la leche, es un medio en el cual
facilmente puede verse afectado la calidad final del producto terminado en la que
incluya pardmetros microbiolégicos , como en la frescura y estado de
conservacion de la leche; sumando esto con las limitantes economicos
mencionados en lineas anteriores con lo que respecta a las pequefas industrias,
asimismo, con alguna mala practica de almacenamiento, procesamiento y/u otro
problema en el desarrollo de fabricacion de la leche, se realizan analisis finales a
esta clase de productos lacteos, entre los cuales, la medicion del pH y Acidez en
leche, ayudan a estimar la acidez desarrollada, debido a la proliferacion de
bacterias, siendo que el producto es un medio sustancioso para el desarrollo de
microorganismos, los cuales transforman la lactosa presente en la leche, en acido

lactico. [1]



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General.

e Validar un método para la determinacion de acidez en muestras de leches,

mediante técnica de titulacion.

1.3.2. Objetivo Especificos.

e Disefio el esquema de validacién en funcion a los niveles de acidez que
posee las matrices de leche.

e Estimar la precision, repetibilidad, exactitud y reproducibilidad del método
para la determinacién de acidez en muestras de leche.

e Demostrar por medio de un andlisis estadistico los resultados obtenidos

durante el proceso de validacion del método analitico.



1.4. Hipotesis

El ensayo propuesto para la determinacion de acidez titulable en muestras de
leche cumplird con los parametros de validacion de las matrices propuestas
establecidas por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE/INEN 13:1984, Leche,
Determinacion de la Acidez Titulable y Norma Técnica Ecuatoriana NTE/INEN
701:2009 Leche Larga Vida, Requisitos, Segunda Revision, mediante

procedimientos normalizados.



1.5. Alcance

El presente trabajo tiene como el alcance a las muestras o productos lacteos los
cuales son expendidos y consumidos por la poblacién en general, muestras que
deben cumplir con las especificaciones y requisitos establecidos en las Normas
de Ensayos aprobadas y vigentes por la autoridad sanitaria competente, suscrita
en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 10:2012, donde se evidencia las tres
muestras de leche dependiendo de su contenido de grasa (Entera,
Semidescremada y Descremada), y la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 13,
la cual se complementa con la norma general, debido a que es el procedimiento a

seguir para realizar el Analisis de Acidez Titulable en muestras lacteas.



CAPITULO 2.
MARCO TEORICO

2. Leche.

2.1. Definicion.

La leche es un producto que se obtiene por la secrecion normal de las glandulas
mamarias de los animales de una hembra lechera bovino, los cuales se deben
encontrar en un excelente estado de salud; la leche se obtiene dependiendo de
cuantos ordefios se le realicen al espécimen los cuales deben de realizarse de

forma higiénica, de manera completa y de forma continua. [6]

Segun la Norma INEN 9:2012, la leche es un producto que se obtiene mediante la
secrecion mamaria de animales de origen bovino lecheros, los cuales se
encuentran sanos, este producto se lo obtiene por uno o varios ordefios diarios,
que se realiza de forma higiénica, completa y sin ininterrupciones, las cuales no
se les ha afiadido o extraido algun componente, la cual esta destinada para un

posterior tratamiento para el consumo humano. [7].

A su vez, el Codex Alimentario define a la leche como una secrecibn mamaria
regular de animales lecheros obtenidos por medio de uno o mas ordefios sin
ningun tipo de adicion o extraccion, dedicados al consumo a modo de leche

liquida o a preparacion ulterior. [8]

La leche de diferentes animales se compone de agua (85%), carbohidratos,

grasas, proteinas, vitaminas y minerales.[9]

2.2. Tipos deleche
2.2.1. Larga Vida

La leche larga vida o leche UHT, es el tipo de leche procesada con la tecnologia
mas actualizada existente para el procedimiento de la leche y para asegurar al
consumidor una leche sana, segura y con una época mas prolongado de

almacenamiento. [10]



En el procesamiento, la leche pasa primeramente por la homogeneizaciéon —
proceso fisico que disminuye la magnitud de los gloébulos de grasa,
incrementando el equilibrio de la leche y evitando la division de la grasa, mejor
dicho, la formacién de la nata. [11]

Posteriormente, la leche es sometida a ultra pasteurizacion — crecimiento de la
temperatura entre 140°C y 150°C a lo largo de 2 a 4 segundos, en un flujo
constante, e inmediato enfriamiento a una temperatura inferior a 32°C.[10]

2.2.2. Leche Cruda

Segun el Codex Alimentarius define a la leche cruda como la muestra lactea que
no ha sido sometida a procesos de calentamiento a mas de 40°C, ni tampoco
sometida a algun otro tratamiento similar, y que produzca un efecto

equivalente.[12]

2.2.3. Leche Pasteurizada

Es la leche cruda homogenizada o no, que fue sometida a un proceso térmico que
garantice la devastacion total de los microorganismos patdgenos y la casi
integridad de los microorganismos saprofitos sin perturbar sensiblemente las

propiedades fisicoquimicas, nutricionales y organolépticas de la misma. [13]

2.2.4. Leche Homogenizada

Muestra de leche la cual, previo al tratamiento térmico de pasteurizacion, fue
sometido a homogenizacion, con el fin de reducir el tamafio de los globulos de
grasa, gracias al efecto de la presién y temperatura, para la estabilizacion de la

materia grasa presente en la leche. [7]

2.2.5. Leche Termizada

Producto obtenido al someter muestras de leche cruda a procedimientos térmicos,
con el fin de minimizar el nimero de microorganismos presentes y permitir un

acopio mas prolongado previo a someter a la elaboracién ulterior. Las condiciones
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del procedimiento térmico son minimo aproximadamente de 62°C a lo largo de 15
a 20 segundos seguido de enfriamiento inmediato hasta temperatura de
refrigeracion. La leche termizada deberia reaccionar de manera positiva a la
prueba de fosfatasa alcalina, siendo prohibida su venta para su consumo humano

en caso de ser positivo su resultado analitico. [14]

2.3. Clasificacion de leche larga vida
2.3.1. Leche Entera

Se entiende con este nombre a la leche a granel higienizada, enfriada y
mantenida a 5°C, sometida opcionalmente a terminacion, pasteurizacion y/o
estandarizacion de materia grasa, transportada en volimenes de una industria
lactea a otra para ser procesada y envasada bajo normas de higiene. [14]

La leche entera es el tipo de leche donde contiene la mayor concentracién de
grasa lactica, con un valor minimo de 3 gramos por cada 100 gramos de leche.
Por esta caracteristica, su valor calérico como su porcentaje de colesterol es de

mayor concentracion comparados con la leche semidescremada y descremada.[9]

2.3.2. Leche Descremada

Esta clase de leche mantiene los nutrientes de la leche entera, exceptuando tres
componentes: Grasa, vitaminas liposolubles y colesterol. Por ello, los fabricantes
de esta clase de productos se ven en la necesidad de afiadir las vitaminas que se

pierden, por el tratamiento que se realiza a las muestras. [15]

2.3.3. Leche Semidescremada

La leche semidescremada es el tipo de leche la cual se ha sustraido parcialmente
el contenido graso, la concentracion del contenido graso se encuentra dentro de
1,5y 1,8 gramos por 100 gramos de leche. Las caracteristicas organolépticas
varias, en la que su sabor es menos intenso, y su valor nutritivo baja por la

pérdida de vitaminas liposolubles, sin embargo, en esta clase de leches que se
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realizan tratamientos, se las enriquecen para equiparar la cantidad de vitaminas
gue han perdido en el proceso del desnatado.
[15]

2.3.4. Leche Deslactosada

La leche deslactosada, es aquella que pueden consumir las personas que tienen
intolerancia a la lactosa (el azucar de la leche). Esto ocurre cuando el cuerpo es
incapaz de producir suficiente lactasa, que es la enzima encargada de procesar la
lactosa. Este componente condesciende la division de la glucosa y la galactosa,
azucares que forman la lactosa en la leche, si esta reaccién no ocurre, no pueden
ser absorbidas, es decir, a esta clase de leche se le adiciona lactasa para que
hidrolice la lactosa.[16]

2.4. Composiciéon de laleche

Dependiendo del origen animal de la leche, cominmente se encuentra compuesta
en su mayoria por agua (85% aproximadamente), grasa, proteina, hidratos de
carbono, minerales y vitaminas. [17]

En la Tabla 2-1 se puede evidenciar las diferencias en la composicion de leches

provenientes de diversos animales:

Tabla 2-1 Composicion de la leche (x 100g de leche).

MATERIA .
LACTOSA MINERALES CALCIO | PROTEINAS
ESPECIE GRASA CENIZAS (g)
(9) (@) (mg) (9)
(@)
Mujer 3.5 6.5 0.25 0.2 32.2 1.4
Vaca 35 4.7 0.8 0.7 119 35
Oveja 7.5 4.5 0.95 1 193 6.0
Cabra 4.3 4.7 0.8 0.8 133 4.0
Autor: [6]

2.4.1. Proteinas

La proteina mas exuberante en la leche es la caseina, seguida de las proteinas

del lactosuero (lactoalbiminas y lactoglobulinas). En porciones tienen la
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posibilidad de descubrir otras como las que conforman la pared de los globulos

grasos, las fosfolipoproteinas. [18]

La caseina en su mas grande proporcion esta constituyendo las llamadas
submicelas, que tienen la posibilidad de llegar a medir hasta 0.4 micras de
diametro y que tienen la posibilidad de unirse, paralelamente, por medio de
fosfato calcico (el conjunto hidroxilo del aminoacido se esterifica con acido
fosférico que se une al calcio) conformando micelas, que se hallan en suspension
coloidal. [19]

Figura 2-1 Miscela de la Caseina de la Leche

‘ Submicela
/L Cadena saliente
—

Fosfato calcico
@ K-caseina

0 Interacciones hidréfobas
(grupos PO4)

Autor: [6]

2.4.2. Materia grasa

La materia grasa de la leche estd en emulsion en la disolucion acuosa que
constituye la leche. Se encuentra compuesta practicamente, por triglicéridos y
tiene otras sustancias en porciones menores en medio de las que se hallan las

vitaminas liposolubles (Vitamina A, Vitamina D, Vitamina E y Vitamina K). [20]

2.4.3. Hidratos de Carbono

La lactosa es basicamente el caracteristico carbohidrato presente en la leche,
ademas es el tipico producto donde se puede hallar esta clase de azlcar.
Hablamos de un disacérido compuesto por glucosa y galactosa. La lactosa es
soluble en agua y, en ese sentido se muestra en la leche. Para su digestion es
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elemental la existencia de una enzima que catalice el proceso de hidrdlisis,

llamada lactasa. [20]

Cierto porcentaje poblacional muestran inconvenientes de digestibilidad de la
lactosa. Se ha comprobado que, si bien el cuerpo humano de los bebés genera
lactasa, enzima que posibilita la digestion de la lactosa de la leche de vaca, no es
de esta forma en los adultos, y pueden darse en una proporcion alta poblacional
adulta situaciones de intolerancia a la lactosa. La incidencia de esta intolerancia
se ve mayormente reflejada entre los pueblos asiaticos o africanos, menos
recurrentes en los centroeuropeos y aun menor en las naciones del norte del

continente Europeo. [21]

La lactosa es el elemento que limita la produccién de leche; o sea, que la
proporcion de leche producida es dependiente de las maneras de sintesis de la
lactosa en la mama (es el componente soluble mas exuberante y su actividad
osmotica es muchisimo mas alta que la de los demas componentes).

La lactosa es el elemento de la leche méas labil ante la accion microbiana; en
impacto la leche es de forma sencilla presa de bacterias de diferentes tipos, que

convierten la lactosa en acido lactico u en otros acidos alifaticos. [22]

2.4.4. Sales minerales

Los minerales que se encuentran presentes en la leche y sus valores en
porcentaje son el calcio (1.3), sodio (0.5), potasio (1.8), magnesio (0.14), fésforo
(1.0), Cloruro de Sodio (1.1), Azufre (0.3), CO2(0.2) y Acido citrico (1.8). [22]

El calcio es uno de los minerales que se encuentra en mayor proporcion en las
leches de las diferentes matrices de su proveniencia; esta sal, en su mayoria, se
encuentra formando micelas de caseina; existen pequefas cantidades de hierro,
cobre, yodo y otras sales en las muestras, pero se encuentran en forma de trazas.
[23]
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2.45. Enzimas.

Las lipasas, peroxidasas y lipasas, son algunas de las enzimas mas importantes
presentes en la leche. Asimismo, la fosfata alcalina se encuentra disuelto en el
medio, sirviendo como indicador para el tratamiento térmico (pasteurizacion), ya
gue esta se desactiva a temperaturas elevadas, y su medicacion es relativamente
factible, en la que ocurre la hidrolisis con el fenilfosfato sédico, en la cual se

calcula la presencia del fenol liberado).

Por lo anteriormente descrito, la muestra de leche que no se encuentre activada la
fosfatasa alcalina, es una muestra que ha sido sometida a tratamiento térmico que

permita su venta. [23]

2.4.6. Vitaminas Hidrosolubles

Las vitaminas hidrosolubles, se las encuentran presentes en la fase acuosa, el
cual esté en la leche desnatada y suero lacteo, dentro de estas, las principales y
gue se encuentran en mayor proporcion son las Vitaminas C, B2 y Buo.

Varias vitaminas se inactivan por el calor, la oxidacion o la fotolisis (efecto de la
luz solar y las radiaciones). La actividad vitaminica de la leche puede por ella

reducirse en el curso de los tratamientos industriales. [22]

2.5. Caracteristicas organolépticas de la leche
2.5.1. Textura

La textura de la leche oscila dentro de 1,5 a 2,0 Centipoise a 20°C, ligeramente
superior a los 1,0 Cp que posee el agua.

Esta viscosidad podria ser alterada por el desarrollo de ciertos microorganismos
capaces de crear polisacaridos que por la accibn de aumentar agua se

incrementa la viscosidad de la leche.[24]

2.5.2. Color

Liquido de color blanco opalescente caracteristico gracias a la refraccion de la luz

una vez que los rayos de luz inciden sobre las particulas coloidales de la leche en
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suspension. Una vez que es bastante rica en grasa, muestra una coloracion
cremosa, debido al caroteno que tiene la grasa, la leche baja en grasa toma un

color sutilmente azulado. [25]

2.5.3. Sabor

La leche posee un sabor caracteristico, comunmente no posee un sabor acido ni
amargo, mas bien, pose un sabor ligeramente dulce, conllevado por el contenido

de lactosa en su composicion. [26]

2.5.4. Olor

Por el contenido de &cidos, aldehidos, cetonas y sulfatos que se encuentran en
trazas, el olor de la leche es caracteristico, la mezcla de los componentes

guimicos organicos volatiles de peso molecular bajo. [26]

2.6. Ordefio

El ordefio retira la leche que se acumula en el reservorio de la glandula y sistema
de conductos, un estimulo neuroenddécrino genera la bajada de la leche, en el cual
la contraccion de las células mioepiteliales en torno al alvéolo provoca que la
leche sea comprimida hacia fuera del mismo, adentro del sistema de conductos.
[27]

La leche es un producto enormemente perecedero y puede servir como un
sorprendente medio de cultivo para bacterias. Por consiguiente, el funcionamiento
higiénico y a tiempo de la leche a partir del instante que deja la vaca es

fundamental para eludir la pérdida del costo nutritivo de la misma.

2.6.1. Ordeiio Manual

El ordefio manual es el procedimiento de eleccion en hatos que son pequefos. La
complejidad de conservar las maquinas, de obtener repuestos, o el abasto

interrumpido de electricidad son causas para realizar el ordefio manual. La salud
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de la ubre de la vaca va a ser mejor con un Optimo ordefio manual que con una
magquina de ordefiar mal mantenida.

Los pezones tienen que ser lavadas y secadas correctamente, y las manos del
ordefiador tienen que hallarse limpias y secas. Cada mano deberia de tomar todo

el extenso del pezén. [28]

Los dedos pulgares y el indice tienen que ser usados para comprimir la parte
preeminente del pezon en lo que la mano lo aprieta plenamente. Por consiguiente,
la presidén dentro del pezon aumenta y la leche es forzada fuera del canal. Los
cuartos posteriores tienen que ordefarse primero debido a que ellos tienen dentro
la mayoria de la leche. Se deberia de tener cuidado para prevenir que pelos y
polvo caigan dentro del balde. Cada una de las ocupaciones sobre la rutina de
ordefio, preparacion de la ubre y limpieza, se utilizan igualmente al ordefio manual

como al mecanico. [22]

2.6.2. Ordeio Mecéanico

Pese a que hay varios disefios diferentes de sistemas de aparatos de ordefiar,
todos comparten varias de las propiedades primordiales enfocadas a utilizar una
idonea forma de succién en los pezones removiendo la leche hacia un punto de
recoleccion. En todos los sistemas, una bomba de vacio aplica succion para
remover viento a un ritmo constante. Una trampa sanitaria esta presente para
conservar separadas la linea de leche y la linea de vacio, y eludir el
desplazamiento de liquidos en medio de las piezas "sanitarias" y "no sanitarias"

del sistema. [22]

2.7. Transporte de leche

La leche debe ser almacenada en refrigeracion a 4°C +/-2°C rapidamente a partir
del ordefio o entregarse a la planta de enfriamiento o procesamiento en el periodo
de tiempo mas corto que se pueda, garantizando la conservacion e inocuidad,

debido a que la calidad de la leche es muy sensible. [20]
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La leche debe ser transportada en tanques disefiados para este fin o tanques
isotérmicos de aceros inoxidables. No se posibilita el uso de recipientes plasticos.
[26]

2.8. Acidez titulable

Los acidos organicos presentes en los alimentos influyen en el sabor, color y el
equilibrio de estos, los cuales los son las propiedades organolépticas visibles al

detectar en cualquier alimento.

La determinacion se fundamenta en una interaccion acido-base, donde la muestra
se sitla en una solucién acuosa y se titula con una solucién de NaOH con una
normalidad conocida, frente a la presencia de un indicador (fenolftaleina). Una vez

gue la muestra se colorea se titula potenciométricamente hasta pH 8.4. [29]

Quimicamente, la reaccion de la acidez titulable se determina por medio de la
reaccion estequiométrica entre una solucion titulante alcalino, y la concentracion
total de acidos presentes en la muestra hasta que se establezca la neutralizacion

de las soluciones. [17]

Lo que se denomina acidez presente en la leche involucran dos clases de acidez,
la acidez actual y la potencial. La acidez actual se ve reflejado en los grupos H* en
estado libre, con lo que respecta a la acidez potencial, esta incluye los
componentes de los productos lacteos, en los que, por medio de la titulacion, se
logra liberar grupos H* en la solucion, en a que se adiciona a la leche un volumen
necesario de una solucién salina alcalina valorada o estandarizada, hasta llegar al
pH donde cambia el color del indicador colocado dentro de la solucién problema,
en el que, varia su coloracion de incolora (en muchos casos blanquinosa por el

color propio de la leche) a rosado, alcanzando un pH de 8,3. [30]

De este modo, la acidez titulable incluye la acidez natural y desarrollada de la

leche, de hecho, es la suma de cuatro reacciones demostradas en la Figura 2-2.

Las primeras reacciones pertenecen a la acidez natural de la leche:
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Acidez correspondiente a la Caseina, la cual representan 2/5 de la acidez propia
de la leche.

Acidez correspondiente a minerales y acidos organicos, los cuales representan
2/5 de la acidez propia de la leche.

Reacciones secundarias correspondiente a los fosfatos, los cuales representan
1/5 de la acidez propia de la leche.

La acidez desarrollada retribuye al acido lactico y a otros &cidos provenientes de

la degradacion de microorganismos de la lactosa, y de los lipidos.

Figura 2-2 Reacciones de la Acidez en Leche

Acidez desarrollada

acidos organicos

Compuestos
minerales

Acidez titulable

Acidez natural

Caseina

“over run"

LECHE FRESCA LECHE ACIDA
Autor: [31]
En consecuencia, la acidez titulable constituye una medida de la concentracién de
proteinas y fosfatos en leche, los cuales contienen una excelente calidad
higiénica-sanitaria. [32]

2.9. Acido lactico

El acido lactico fue descubierto por el Quimico Scheele Swedish en el afio 1780,
el cual lo considero al comienzo como un componente que se hallaba en la leche

agria.
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Sin embargo, Louis Pasteur descubrié que no era un componente de la leche,
determinando que la fermentacion lactica se debe a la presencia de
microorganismos (Lactobacillus), el cual era generado por la reaccién de

fermentacién provocada por algunos microorganismos.[33]

Desde el punto de vista quimico, es un acido hidroxicarboxilios mas frecuentes, el
cual es producido por animales, plantas y microorganismos. Su estructura quimica
consta de dos a&tomos de carbono terminales, uno de ellos formando el grupo
carboxilo y un atomo de carbono central, el cual esta ligado el grupo funcional

hidroxilo.

En la Tabla 2-2 se puede apreciar algunas propiedades fisicoquimicas del acido
lactico.

Tabla 2-2 Propiedades fisicoquimicas del acido lactico.

Férmula C3HesO3
Peso Molecular 90.08
indice de refraccién 1.44

L(+)yD(-): 52.8 A54°C
DL:16.8 a 33°C

Punto de fusién

Punto de ebullicion 125-144°C
Gravedad especifica 1206
Calor de combustién 3616 callg

Viscosidad 40.33 mNsm-2
Densidad 1.249
Constante dieléctrica 22 e
Autor: [34]

2.10. Validacion

La validacion es definida como la capacidad de demostrar documentos objetivos,
gue proporcionan un proceso implicito, con un gran porcentaje de veracidad de

alguna metodologia. [35]
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Los causantes de garantizar que los procedimientos se encuentren correctamente
validados son los laboratorios, que dan trabajos extras para equiparar sus datos

logrados con los datos ya establecidos.[36]

La validacion da documentos y procesos estables, en que los laboratorios tienen
la posibilidad de medir, los limites de rendimiento aceptables como, por ejemplo:
linealidad, especificidad, exactitud, precision. [37]
Se valida un procedimiento, para la verificacién de los pardmetros a realizar, los
cuales deben ser adecuados para el problema analitico especifico, entre ellos:

e El desarrollo de un nuevo método a realizar.

e Parala mejora de un método ya establecido.

e Para indicar diferencia de un método nuevo y un método ya establecido.

e Para implementar un método ya establecido, en un laboratorio diferente, o

en diferentes equipos [36]

2.11. Precision

Es una medida en la cual muestra la concordancia de los resultados analiticos
alcanzados, una vez que se hace algunas veces el mismo procedimiento.
La precision nos sugiere los errores aleatorios que pasa en el procedimiento, una

vez que se hace las repeticiones de la muestra. [38]

La expresion del grado de precision, normalmente se la utiliza para obtener la
imprecision del método, que se la mide calculando la desviacion estandar a los

resultados analizados durante la experimentacion. [39]

En la medida de precision, las mas comunes utilizadas son:

2.11.1. Repetibilidad

Representa la precision, en un grupo de datos logrados en la repeticion de una
muestra, con un solo analista, con un mismo equipo y laboratorio en un corto

tiempo, lo que es eficaz para evaluar las variaciones que se muestran en el
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procedimiento llevadas a cabo, en la que se establece la desviacion estandar, del

coeficiente de alteracion y el porcentaje. [39]

2.11.2. Reproducibilidad

La reproducibilidad se hace, una vez que se usa los resultados de los estudios
conseguidos en un mismo procedimiento, empero en diferentes laboratorios,

diferentes analistas, y diferentes grupos, a lo largo de una época prolongado. [39]

2.11.3. Robustez

La robustez tiene la funcion de no verse perjudicado por pequefios cambios
analiticos tales como: la temperatura del ensayo, diferentes laboratorio, reactivos

y analistas [40]

La robustez de un procedimiento analitico es el nivel de reproducibilidad de los
resultados conseguidos del estudio de las mismas muestras bajo distintas
condiciones como por ejemplo diferentes laboratorios, analistas, artefactos, lotes
de reactivos, temperaturas, dias, etcétera. Un procedimiento analitico es robusto
una vez gue otorga resultados con presion y precision aceptables en condiciones

de trabajo del medio ambiente y/o analiticas diferentes. [41]

La robustez es un parametro, empleado en el laboratorio para mejora y
proporcional fiabilidad del método, este parametro se lo usa para averiguar el

efecto de la precision y la exactitud del método [36]

2.11.4. Exactitud

La exactitud es un paradmetro que demuestra, la proximidad entre los resultados
obtenidos en las pruebas y el valor verdadero, la exactitud se estudia como: la
veracidad y precision. [39]

La exactitud de un procedimiento analitico; es la cercania de los resultados de la
prueba conseguidos por dicho procedimiento al costo aceptado como verdadero.
La precision deberia establecerse en todo el intervalo detallado del método

analitico Se evalta usando un minimo de 9 determinaciones en un minimo de 3
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niveles de concentracion que cubran el intervalo detallado (por ejemplo, 3

replicados en todas 3 concentraciones del método analitico total). [42]
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1. Disefo de la Investigacion

El presente estudio de investigacion tiene un enfoque cuantitativo, debido que el
objetivo es adquirir datos a través de la medicion numérica y el andlisis estadistico
para probar una hipotesis descrita en parrafos preliminares.

Durante el trabajo investigativo se utilizé un nivel explicativo, ya que se desea
conocer la variabilidad de la acidez titulable presente en las 3 matrices principales
que se realizan los muestreos para el nivel Il para los analisis comparados con el
Certificado de Analisis del Producto Final y determinar la calidad de los productos

lacteos que se comercializan en el territorio ecuatoriano.

Asimismo, se utilizé la investigacion por fuentes de datos, esto comprende en
revision bibliografica de las metodologias que se usan para la determinacion de
acidez titulables en muestras provenientes de la leche vacuna, comparadas con

las Normas Nacionales que rigen dentro del grupo de los productos lacteos.

Por ultimo, se utiliz6 una investigacion experimental, con el fin de validar la
metodologia de acidez titulable con la finalidad de verificar la calidad de los
resultados emitidos durante los andlisis, por lo que se procedio a realizar ensayos
dentro del Laboratorio de Referencia de la ARCSA en el area de Bromatologia de

Alimentos.

3.2. Poblacion.

Productos lacteos larga vida de origen vacuno comercializados dentro del
Ecuador, divididos en matrices de acuerdo con la clasificacién segun la cantidad

de grasa.
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3.3. Muestra

Muestras de leches larga vida, dentro de esta clasificacibn se encuentra las
matrices:

e Leche entera,

e Leche descremada,

e Leche Semidescremada.

3.4. Métodos y Materiales

Tabla 3-1 Materiales a Utilizar para la Acidez Titulable

Equipos Reactivos

Solucién 0,1N de Hidréxido de Sodio

Estandarizada

Balanza Analitica

Solucién Indicadora de Fenolftaleina al

Matraz Erlenmeyer 125 cm?
1%

Matraz Aforado de 500 cm? Agua destilada Libre de Co2

B ta de 25 3 Material de Referencia de Leche para
ureta de cm
control de calidad.

Estufa con ajustador de temperatura a
103°C + 2°C.

Ftalato Acido de potasio

Desecador

Termémetro

Agitador de Vidrio

Equipo de Bafo Maria (De ser
necesario)

Autor: Propio.
3.4.1. Metodologia

El presente trabajo investigativo se desarrollé en las instalaciones del Laboratorio
de Referencia ubicado en Julian Coronel y Esmeraldas, en la ciudad de
Guayaquil.
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La primera etapa del presente trabajo fue la revision bibliografica acerca de las
normativas que rigen en los productos lacteos pasteurizados para su
comercializacion y distribucion. De igual modo, se revisd informacién documental
de trabajos cientificos e investigativos sobre los andlisis de calidad de leche
vacuna.

La metodologia de referencia utilizada es tomada de la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 13:1984, también se revisé la metodologia de la AOAC
16.023, que es una metodologia en la que se fundamenta la Normativa

Ecuatoriana para las Leches Pasteurizadas.

Se tendran 3 matrices de muestras de leches, dentro de las cuales son de Leche
Entera, Leche Descremada, Leche semidescremada; en cada una de estas, se
obtendran 3 muestras de industrias diferentes, en la cual se tomaran muestras
que sean del mismo lote de fabricacion y durante el andlisis, se hara por
duplicado los analisis segun el procedimiento de la Norma INEN.

Por otro lado, se tendr4 que lavar correctamente los matraces, luego llevar a
secar en estufa a 100°C aproximadamente por 2 horas, y llevarlos al desecador
para su atemperacion, inmediatamente se pesa cada peso de matraz en balanza,

se anota los gramos del matraz para dar inicio al analisis correspondiente.

Se debe estandarizar la solucion de Hidréxido de sodio para determinar la
cantidad requerida de la base para que ocurra la reaccién quimica del viraje del

color de la muestra hasta su neutralizacion.

La muestra se debe llevar a 20°C hasta homogenizacion, enseguida dentro del
matraz pesar 20g de muestra, y diluir la muestra con un volumen dos veces
mayor al pesado de la muestra con agua destilada, y se agrega 5 gotas de la
solucién alcoholica de fenolftaleina.

Se llena la bureta con la solucion de 0.1N de Hidroxido de Sodio, previamente
estandarizada, y se comienza a titular la muestra hasta llegar al viraje de color
rosado palido, el cual debe persistir por 30 segundos, se lee el consumo de la

bureta de la solucién de Hidroxido de Sodio empleada para la reaccion quimica.
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Después se realizan calculos con la formula establecida para determinar la
concentracion en porcentaje de acido lactico presente en la muestra, empleando

la ecuacion para determinar la acidez titulable.

3.5. Validacion de Método

La validacion del método se realizé en Leche UHT en 3 puntos (leche entera,
leche semidescremada, leche descremada), con 20 repeticiones promediadas con
su duplicado, cada analista realizd 10 repeticiones cada uno.

Tabla 3-2 Matriz y Puntos Utilizados
MATRIZ PUNTOS
LECHE ENTERA

LECHE UHT LECHE SEMIDESCREMADA

LECHE DESCREMADA

Autor: Propio
Los puntos propuestos han sido tomados de la data de ingresos al area de
bromatologia de alimentos para el andlisis de control nivel Il para la evaluacion
analitica de los componentes de las muestras de leche, en la cual se encontro
que el tipo de leche que se ingreso es la de Leche UHT, dentro de las cuales han

ingresado Leche Entera, Leche semidescremada y leche descremada.

Durante el desarrollo del trabajo investigativo, la validacion del método de Acidez
titulable se basé en la obtencion de exactitud, precisién e incertidumbre.
Para determinar el valor de incertidumbre de las medidas implicitas en los analisis

y metodologia, se empled Tablas de Analisis de Varianza (ANOVA).

En caso de los calculos de la estimacion de la incertidumbre, se subclasifican en:
TIPO A: Se realiza mediante el estudio estadistico de la desviacion estandar
maxima de repetibilidad y reproducibilidad.

TIPO B: Es la contribucion de la incertidumbre y resolucion de equipos calibrados

(Certificado de calibracion de la balanza analitica y Buretas)
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3.5.1. Incertidumbre Combinada.

La incertidumbre de una medicion cuando el resultado se obtiene a partir de la

raiz cuadrada positiva de las contribuciones de tipo A y de tipo B.

| <3 -5 - -
. _,J#I? + Healonza + Keursta + HEvactitud
Hcombinada =

3.5.2. Incertidumbre Expandida

La incertidumbre expandida es una magnitud que define un intervalo alrededor del
resultado de una medicién el que se espera cubra una fraccion grande de la

distribucion de los valores que podrian atribuirse razonablemente al mesurando.

Mexpandida = Mcombinada xk

k= factor de cobertura= 2 (95%).

3.5.3. Factor de Cobertura (k)

Factor que puede considerarse como la probabilidad de cobertura o nivel de
confianza del intervalo, factor numérico usado como multiplicador de la
incertidumbre combinada para obtener una incertidumbre expandida. El factor de
cobertura se encuentra tipicamente en el intervalo de 2 a 3.

De acuerdo con el tipo de método de validacion se evalud precision (repetibilidad
y reproducibilidad) y Exactitud.

Se determind la precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad.
3.5.4. Repetibilidad y Reproducibilidad

Tabla 3-3 Repetibilidad y Reproducibilidad

Repetibilidad Reproducibilidad

10 repeticiones promediadas por Se tomo los datos del promedio de las
analista a cada muestra. repeticiones.
Caélculo de Sry CVr% Caélculo de Sriy CVri%

Autor: Propio
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3.5.5. Exactitud:

Se evidencio la capacidad del método para dar resultados lo mas cercano posible
a un valor verdadero, en donde se participé Pruebas de Interlaboratorio, en la cual
participé el Area de Bromatologia de Alimentos del Laboratorio de Referencia.

Para este tipo de analisis no se necesita obtener una curva de calibracion, pero es

necesario realizar el analisis respectivo con un material de referencia de leche,

para el correcto desarrollo del método el cual se esté validando.
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CAPITULO 4

4. Resultados

El andlisis de la data obtenida se baso en el estudio, interpretacion y tabulacion
de los resultados obtenidos mediante la ejecucién de analisis de laboratorio, en
conjunto con métodos estadisticos, los cuales proporcionaron datos exactos y

reales, los cuales fueron sustentados con una extensa revision bibliogréfica.

4.1. Reporte de resultados

En el presente trabajo experimental para la validacién de la metodologia, los
resultados fueron obtenidos por 2 analistas, debido a los parametros de validacion
necesarios, como precision (reproducibilidad y repetibilidad).

Asimismo, los dos analistas responsables de la ejecucion de los andlisis tuvieron
las mismas muestras de matrices y puntos, los cuales fueron identificados con los
mismos numeros de lote, fecha de fabricacién, fecha de expiracion y del mismo
fabricante.

Para la determinacion de la Acidez titulable en las muestras a determinar el acido
lactico presente, se debe ejecutar la siguiente ecuacién para la determinacion del

porcentaje del factor problema:

VxN
ml-m

A= 0,090 x100

En donde:

A = acidez titulable de la leche, en porcentaje en masa de acido lactico.

V = volumen de la solucion de hidréxido de sodio empleado en la titulacion, en
cms.

N = normalidad de la solucion de hidréxido de sodio.

m = masa del matraz Erlenmeyer vacio, en g.

m1 = masa del matraz Erlenmeyer con la leche, en g.

4.1.1. Estandarizacion de la Hidroxido de Sodio 0.1N.

Para la obtencion del porcentaje de acido lactico en las muestras a analizar, se

requiere titular frente a una base estandarizada, por lo cual, se tuvo que preparar
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3 litros de Hidréxido de Sodio para la totalidad de andlisis que se efectuaran en
todas las muestras.

Para realizar el reactivo de Hidréxido de Sodio 0.1N aproximadamente se debe
tener en cuenta que el peso molecular del Hidroxido de sodio es de 39.997 g/mol,

por lo cual se aplica la siguiente ecuacion:

X_4Og NaOH 1000 mLX 1IN _
X 3000mL" 01N

12 g NaOH para 3000 mL de H20 Tipo 1.

Por lo descrito anteriormente, se debe pesar 12 g de Hidréxido de Sodio en
balanza analitica para los 3 L que se requiere para los analisis respectivos, al no
ser el hidréxido sédico un patrén primario, esta disolucibn solo seréa
aproximadamente 0.1 N, por lo que es necesario estandarizarla para conocer
exactamente su concentracion. La estandarizacion se debe realizar con el patron
primario de ftalato acido de potasio, en la cual se emplea la fenolftaleina para la
titulacion; el viraje de color ocurre cuando el NaOH en su totalidad ha
reaccionado, formado el ftalato de sodio y potasio.

Figura 4-1 Reaccion Quimica del Acido Léctico frente al Hidroxido de Sodio.

COOK COOK

+NaOH —» + H,0
COOH COONa

Autor: [34]

Lo siguiente es pesar 0,25 g de Ftalato acido de Potasio, previamente secado por
2 horas a 110°C, y enfriado en desecador. Una vez pesado y anotado el peso del
patrén primario se emplea la siguiente férmula para determinar la normalidad

exacta de la solucion de NaOH.

peso ftalato de k

Consumo x 0,20242 (Constante de Estandarizacion)
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Se realiza por triplicado la titulacibn y se realiza un promedio de los tres
resultados para obtener la normalidad requerida. En la tabla 4-1, se evidencia los

resultados de la normalidad realizada por triplicado.

Tabla 4-1 Normalidad del Hidréxido de Sodio Estandarizado

PESO FTALATO ACIDO DE K (0,25539)

PESO PESO CONSUMO NORMALIDAD
PESO1 | 0,2551 12,7 0,099232359318
PESO2 | 0,2552 12,8 0,098495702006
PESO3 | 0,2551 12,9 0,097693873127

PROMEDIO DE NaOH ESTANDARIZADO 0,098 N

Autor: Propio
4.1.2. Data primaria de acidez en leche entera.

En las Tablas 4-2 y 4-3, reflejan los valores de los promedios de la acidez titulable
presente en la muestra de leche entera, obtenidos de los analistas 1 y 2

respectivamente.

Tabla 4-2 Data Porcentaje de Acidez Titulable en Leche Entera ANL 1

wsron [ e e | T i o
MUESTRA 1 3,2 93,6424 73,6125 20,0299 0,141
MUESTRA 2 3,2 112,1392 92,1385 20,0007 0,141
MUESTRA 3 3,1 96,3944 76,3634 20,031 0,137
MUESTRA 4 3,2 117,1944 97,1849 20,0095 0,141
MUESTRA 5 3,2 116,0609 96,0078 20,0531 0,141
MUESTRA 6 3 118,7865 98,7659 20,0206 0,132
MUESTRA 7 3,2 97,0941 77,05 20,0441 0,141
MUESTRA 8 3,1 96,6555 76,6347 20,0208 0,137
MUESTRA 9 3 96,2633 76,2511 20,0122 0,132
MUESTRA 10 3 112,5524 92,5261 20,0263 0,132

Autor: Propio

Tabla 4-3 Data Porcentaje de Acidez Titulable en Leche Entera ANL 2.

VOLUMEN | MASA DEL MATRAZ MASA DE
(mL) CON MUESTRA (g) MATRAZ (g)

PESO

MUESTRA MUESTRA (g)

FORMULA|
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MUESTRA 1 3,3 97,7643 77,7577 20,0066 0,145
MUESTRA 2 3,2 111,8466 91,8357 20,0109 0,141
MUESTRA 3 3,15 107,273 87,2718 20,0012 0,139
MUESTRA 4 3,2 108,6306 88,6051 20,0255 0,141
MUESTRA 5 3,1 112,6504 92,5776 20,0728 0,136
MUESTRA 6 3,25 95,7888 75,7661 20,0227 0,143
MUESTRA 7 3,1 118,5055 98,4105 20,095 0,136
MUESTRA 8 3,2 100,4356 80,4208 20,0148 0,141
MUESTRA9 | 3,335 114,1198 94,0153 20,1045 0,146
MUESTRA 10 3,2 103,0241 83,021 20,0031 0,141
Autor: Propio
4.1.3. Data primaria de acidez en leche semidescremada.

En las Tablas 4-4 y 4-5, reflejan los valores de los promedios de la acidez titulable

presente en la muestra de leche entera, obtenidos de los analistas 1 y 2

respectivamente.

Tabla 4-4 Data Porcentaje de Acidez Titulable en Leche Semidescremada ANL 1.

wrston [T o | e | i |
MUESTRA 1 3,2 107,9676 87,9649 20,0027 0,141
MUESTRA 2 3,25 97,139 77,1097 20,0293 0,143
MUESTRA 3 3,17 114,8073 94,781 20,0263 0,14
MUESTRA 4 3,2 120,7094 100,6838 20,0256 0,141
MUESTRA 5 3,22 112,5769 92,5455 20,0314 0,142
MUESTRA 6 3,2 105,6305 85,6181 20,0124 0,141
MUESTRA 7 3,18 118,8269 98,8225 20,0044 0,14
MUESTRA 8 3,15 109,7028 89,666 20,0368 0,139
MUESTRA 9 3,16 103,4522 83,3888 20,0634 0,139
MUESTRA 10 3,2 110,951 90,9409 20,0101 0,141

Autor: Propio

Tabla 4-5 Data Porcentaje de Acidez Titulable en Leche Semidescremada ANL 2.

wrston [T s | e | st |
MUESTRA 1 3,2 112,6722 92,6458 20,0264 0,141
MUESTRA 2 3,15 96,7372 76,7276 20,0096 0,139
MUESTRA 3 3,2 107,2716 87,2491 20,0225 0,141
MUESTRA 4 3,25 102,9896 82,9836 20,006 0,143
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MUESTRA 5 3,2 95,7438 75,7022 20,0416 0,141
MUESTRA 6 3,25 105,6141 85,5835 20,0306 0,143
MUESTRA 7 3,25 117,1938 97,1655 20,0283 0,143
MUESTRA 8 3,25 118,3751 98,3697 20,0054 0,143
MUESTRA 9 3,15 100,4035 80,379 20,0245 0,139
MUESTRA 10 3,2 96,3541 76,3405 20,0136 0,141

Autor: Propio

4.1.4. Data primaria de acidez en leche descremada.

En las Tablas 4-6 y 4-7, reflejan los valores de los promedios de la acidez titulable
presente en la muestra de leche entera, obtenidos de los analistas 1 y 2

respectivamente.

Tabla 4-6 Data Porcentaje de Acidez Titulable en Leche Descremada ANL 1.

wusTRA |7 | ConmuesTRA (9) | maTRAZ(g) | muEsTRA (g) |FORMULA
MUESTRA 1 3,2 95,7599 75,7316 20,0283 0,141
MUESTRA 2 3,18 108,6163 88,6069 20,0094 0,14
MUESTRA 3 3,15 111,8287 91,8177 20,011 0,139
MUESTRA 4 3,22 117,3489 97,3214 20,0275 0,142
MUESTRA 5 3,2 107,2883 87,2688 20,0195 0,141
MUESTRA 6 3,22 96,6331 76,611 20,0221 0,142
MUESTRA 7 3,22 89,7547 69,7239 20,0308 0,142
MUESTRA 8 3,15 105,6351 85,5982 20,0369 0,139
MUESTRA 9 3,24 111,593 91,5821 20,0109 0,143
MUESTRA 10 3,2 110,873 90,8617 20,0113 0,141

Autor: Propio

Tabla 4-7 Data Porcentaje de Acidez Titulable en Leche Descremada ANL 2.

wuesTRA || Con MuEsTRA () | MATRAZ(g) | MuESTRA (g) |FORMULA
MUESTRA 1 3,3 141,053 120,9693 20,0837 0,145
MUESTRA 2 3,25 145,0926 125,0353 20,0573 0,143
MUESTRA 3 3,2 136,5766 116,5752 20,0014 0,141
MUESTRA 4 3,2 118,3241 98,3198 20,0043 0,141
MUESTRA 5 3,2 149,7691 129,7561 20,013 0,141
MUESTRA 6 3,25 152,0338 131,9743 20,0595 0,143
MUESTRA 7 3,2 113,1727 93,1339 20,0388 0,141
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MUESTRA 8 3,2 110,706 90,6654 20,0406 0,141

MUESTRA S 3,25 145,0845 125,0491 20,0354 0,143

MUESTRA 10 3,2 111,1579 91,1261 20,0318 0,141

Autor: Propio

4.1.5. Andlisis de repetibilidad y reproducibilidad en leche entera.

La razon por la cual se realiza el analisis de repetibilidad es para determinar si los
analistas involucrados en un proceso experimental en laboratorio pueden obtener
resultados semejantes estadisticamente en una misma muestra en diferentes
réplicas.
El motivo por el cual se realiza el andlisis de reproducibilidad es con el fin de
determinar si los 2 analistas pueden obtener resultados similares
estadisticamente al momento de realizar los andlisis en una misma muestra, pero
en diferentes replicas.
La data de Limite de Reproducibilidad (LR) se comprueba si el valor es menor o
igual a aquel de la diferencia absoluta entre resultados de prueba individuales,
obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad, el cual se espera una probabilidad
de 95%.
Los valores de Limite de Repetibilidad (Lr) comprueban si el valor es similar o
inferior a la diferencia absoluta entre dos resultados en pruebas individuales,
obtenidos bajo condiciones de repetibilidad, se espera que cumpla una
probabilidad de 95%. [36]
Para determinar el valor de la repetibilidad y reproducibilidad en un namero
grande de grados de libertad k=2 a un nivel de confianza del 95% se suele
aproximar como:

r= 2.8 x Sr en caso de Limite de Repetibilidad, y;

r= 2.8 x Sr en caso de Limite de Reproducibilidad.

En la Tabla 4-8, manifiesta los valores promediados de la acidez titulable en
muestras de leche entera y en la Tabla 4-9 se reporta el analisis de varianza con
un valor F de 4,1384248 siendo inferior al valor critico F de 4,413873; con un valor
p>0,05, donde los resultados indican que los valores de las réplicas de los

duplicados de la medicion de acido lactico en el experimento realizado por los
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analistas no varian significativamente entre si, lo que se puede deducir que no
existe efecto en la repetibilidad del proceso. Para confirmar la aseveracion
propuesta anteriormente se la relaciona con el valor del Lr el cual es 0.010.

En la Tabla 4-10 se reportan valores de los resultados, en los que se demuestran
que los valores de las réplicas del experimento realizados por los analistas 1y 2
no varian significativamente entre si, pudiéndose deducir que no existe efecto en
la reproducibilidad del proceso. Para confirmar esta aseveracion se relaciona este
andlisis estadistico con el valor LR (0,012).

Tabla 4-8 Data de Acidez en Leche Entera Mt.1

ACIDEZ EN LECHE
Matriz ‘ Leche entera "MT. 1"
(m/v %)
ANL1 ANL 2
1 0,141 0,145
2 0,141 0,141
3 0,137 0,139
4 0,141 0,141
5 0,141 0,136
6 0,132 0,143
7 0,141 0,136
8 0,137 0,141
9 0,132 0,146
10 0,132 0,141 Promedio
Total
Promedio 0,138 0,141 0,139
Desv. Est. 0,004 0,003
C.V. 2,994 2,353
sr 0,0037 cVr 2,68
SR 0,0043

Autor: Propio

Tabla 4-9 ANOVA de data de Acidez en Leche Entera Mt.1

Analisis de varianza de un factor
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RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 10 1,375 0,1375 1,6944E-05
Columna 2 10 1,409 0,1409 1,0989E-05
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Promedio de ..
las Suma de Glrados de los F Probabilidad Valor critico
.. cuadrados libertad para F
variaciones cuadrados
Entre 5,78E-05 1 5,78E-05 4,1384248 | 0,056925839 | 4,413873
grupos
1,3967E-
Dentrode { 0,0002514 18
los grupos 05
Total 0,0003092 19

Autor: Propio

Tabla 4-10 Incertidumbre de Repetibilidad y Reproducibilidad en Leche Entera.

Limite de CVR Limite de Incertidumbr
Nivel Promedio Sr CVr % | repetibilida SR o reproducibilida e estandar
d 0 d relativa
Leche 0,139 | 0,004 | 2,685 0,010 0,00 | 3,07 0,012 0,031
Entera 4 7
Autor: Propio
4.1.6. Andlisis de repetibilidad y reproducibilidad en leche

semidescremada.

En la Tabla 4-11 Data de Acidez en Leche Semidescremada Mt.2, manifiesta los

valores promediados de la acidez titulable en muestras de leche semidescremada

y en la Tabla 4-12 se reporta el analisis de varianza con un valor F de 1,2082192

siendo inferior al valor critico F de 4,413873; con un valor p>0,05, donde los

resultados indican que los valores de las réplicas de los duplicados de la medicion

de 4&cido lactico en el experimento realizado por los analistas no varian

significativamente entre si, lo que se puede deducir que no existe efecto en la

repetibilidad del proceso. Para confirmar la aseveracion propuesta anteriormente

se la relaciona con el valor del Lr el cual es 0.004.
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En la Tabla 4-13 ANOVA de data de Acidez en Leche Semidescremada Mt.2 se
reportan valores de los resultados, en los que se demuestran que los valores de
las réplicas del experimento realizados por los analistas 1 y 2 no varian
significativamente entre si, pudiéndose deducir que no existe efecto en la
reproducibilidad del proceso. Para confirmar esta aseveracion se relaciona este
analisis estadistico con el valor LR (0,004).

Tabla 4-11 Data de Acidez en Leche Semidescremada Mt.2

ACIDEZ EN LECHE
Leche
Matriz Semidescremada
"MT. 2"
(m/v %)
ANL1 ANL 2
1 0,141 0,141
2 0,143 0,139
3 0,140 0,141
4 0,141 0,143
5 0,142 0,141
6 0,141 0,143
7 0,140 0,143
8 0,139 0,143
9 0,139 0,139
10 0,141 0,141 Promedio
Total
Promedio 0,141 0,141 0,141
Desv. Est. 0,001 0,002
C.V. 0,890 1,116
Sr 0,0014 CVr 1,01
S 0,0000 CVR 1,02
SR 0,0014

Autor: Propio

Tabla 4-12 ANOVA de data de Acidez en Leche Semidescremada Mt.2

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
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Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1,56667E-
Columna 1 10 1,407 0,1407
06
2,48889E-
Columna 2 10 1,414 0,1414
06
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Promedio de s
las Suma de Gr:ados de los F Probabilidad Valor critico

.. cuadrados | libertad para F
variaciones cuadrados

Entre 2,45E-06 1 2,45E-06 1,2082192 | 0,286170044 | 4,413873

grupos
2,02778E-
Dentro de 3,65E-05 18
los grupos 06
3,895E-
Total 19
05

Tabla 4-13 Incertidumbre de Repetibilidad y Reproducibilidad en Leche

Autor: Propio

Semidescremada.

Limite de CVR Limite de Incertidumbr
Nivel Promedio Sr CVr % | repetibilida SR o reproducibilida e estandar
d 0 d relativa
Leche
Semi- 0,141 0,001 | 1,010 0,004 0,00 | 1,02 0,004 0,010
descre 1 0
mada
Autor: Propio
4.1.7. Analisis de repetibilidad y reproducibilidad en leche descremada.

En la Tabla 4-14 Data de Acidez en Leche Descremada Mt.3, manifiesta los
valores promediados de la acidez titulable en muestras de leche descremada y en

la Tabla 4-15 se reporta el analisis de varianza con un valor F de 2,6470588

siendo inferior al valor critico F de 4,413873; con un valor p>0,05, donde los

resultados indican que los valores de las réplicas de los duplicados de la medicion

de acido lactico en el experimento realizado por los analistas no varian
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significativamente entre si, lo que se puede deducir que no existe efecto en la
repetibilidad del proceso. Para confirmar la aseveracion propuesta anteriormente
se la relaciona con el valor del Lr el cual es 0.004.

En la Tabla 4-16 ANOVA de data de Acidez en Leche Descremada Mt.3 se
reportan valores de los resultados, en los que se demuestran que los valores de
las réplicas del experimento realizados por los analistas 1 y 2 no varian
significativamente entre si, pudiéndose deducir que no existe efecto en la
reproducibilidad del proceso. Para confirmar esta aseveracion se relaciona este

analisis estadistico con el valor LR (0,004).

Tabla 4-14 Data de Acidez en Leche Descremada Mt.3

ACIDEZ EN LECHE
Matriz Leche"I:::.c;t'elmada
(m/v %)
ANL1 ANL 2

1 0,141 0,145

2 0,140 0,143

3 0,139 0,141

4 0,142 0,141

5 0,141 0,141

6 0,142 0,143

7 0,142 0,141

8 0,139 0,141

9 0,143 0,143

10 0,141 0,141 Promedio

Total
Promedio 0,141 0,142 0,142
Desv. Est. 0,001 0,001

C.v. 0,946 0,996

Sr 0,0014 CVr 0,97

S’ 0,0000 CVR 1,05

SR 0,0015

Autor: Propio
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Tabla 4-15 ANOVA de data de Acidez en Leche Descremada Mt.3

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
10 1,41 0,141 1,77778E-
Columna 1 06
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Promedio de P
las Suma de Gr-ados de los F Probabilidad Valor critico
.. cuadrados | libertad para F
variaciones cuadrados
Entre SE-06 1 SE-06 2,6470588 | 0,121119793 | 4,413873
grupos
Dentro de 3,4E-05 18 1,88889E-
los grupos 06

Autor: Propio

Tabla 4-16 Incertidumbre de Repetibilidad y Reproducibilidad en Leche

Descremada.
Limite de cv Limite de Incertidumbr
Nivel Promedio Sr CV: % | repetibilida SR O/R reproducibilida e estandar
d 0 d relativa

Leche
Descre 0,142 0,001 | 0,971 0,004 0,;)0 1’34 0,004 0,010
mada

Autor: Propio

4.1.8. Incertidumbre de equipo e instrumento de medicion.

En el presente trabajo de validacion se utilizo la balanza analitica como equipo

para la toma de muestras en la leche, y la bureta la cual se usé como instrumento

de medicion para la titular hasta que ocurra la neutralizacién de la solucién; por
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tanto, se utilizaron el equipo e instrumento mencionado anteriormente, los cuales

influyen directamente a la hora de tomar los resultados, por consiguiente, se debe
medir la incertidumbre de cada uno de ellos.

e Incertidumbre de Balanzas utilizadas:

BA-273
Certificado
Inc. U 2
l
Expandida Ucal 0,00008 Ucal = —kcal u u
ca
Factor de Kk 2 0,000041 | 0,000000002
cobertura
Peso (g) 20
Inc. Expandida = 0,000082
Resolucion a u u?
— Ures = ﬁ
Inc. de resolucion a | 0,001 0,000577 0,0000003333
Upaianza = \/nucz‘al-l'nugesolucién 0,000579
Incertidumbre estandar relativa 2,89403E-05
BA-05
Certificado
Inc. U ' 2
l
Expandida Ucal 0,00008 Heal = _kca 3 3
cal
Factor de
k 2 v,000041 | 0,000000002
cobertura |
Peso (g) 20
Inc. Expandida @ 8,20649E-05
Resolucion a u u?
Ures = E
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Inc. de resolucion a 0,001 0,000577 0,0000003333
Upalanza = \/:u?al_}_:u?esolucién 2,89403E-05
Incertidumbre estandar relativa 5,78806E-05
¢ |ncertidumbre de Buretas utilizadas:
Bureta 50 ml
FACTORES DE _ ”
INELUENCIA FACTOR | VALORES| FORMULA Ui ui
1.Exactitud del Error EMP
instrumento maximo 0,05 T 0,0289 0,000833
(ml) permitido 3
a 0,00001
2.Temperatura AT 5 @ AT Vi 0,0014 0,000002
Vi 50 V3
3.Precision vl 0,0089 = \/% 0,0089 0,000079
Incertidumbre estandar 0,0302352
Incertldumbr.e estandar 0,0006047
relativa
Bureta 25 ml
FACTORES DE _ 5
INFLUENCIA FACTOR | VALORES| FORMULA ui ui
1.Exactitud del Error emp
instrumento maximo 0,03 f 0,0173 0,000300
(ml) permitido
o 0,00001
2.Temperatura AT 5 aATV; 0,0007 0,000001
Vi 25 V3
S
3.Precision vl 0,0043 = \/_ﬁ 0,0043 0,000018
Incertidumbre estandar 0,0178583
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U buretas

4.1.9. Exactitud.

El analisis de exactitud se realizO empleando una prueba interlaboratorio con

identificacion PT-CH-56 perteneciente a la ronda 291. Los datos primarios se

Incertidumbre estandar
relativa

0,0007143

0,000604+0,0007143 = 0,0013190.

encuentran en los cuadernos de andlisis de la prueba interlaboratorio.

En los Anexos D se pueden observar los resultados obtenidos dentro de la
participacion con toda la informacion mas detallada, sin embargo, en la Tabla 4-17

se especifica la informacion mas importante con lo que respecta a la exactitud del

presente trabajo experimental.

Al analizar la data, se observa la acidez titulable obtenida por los 2 analistas, en el

cual se encuentra dentro del valor asignado de 0,17%, con una recuperacion del

80 a 120%, y con un valor de Incertidumbre de Exactitud de 0,01560.

Tabla 4-17 Incertidumbre de la Exactitud (Recuperacion) en Prueba

Interlaboratorio.

ACIDEZ EN LECHE
Muestra ‘ Prueba Interlaboratorio 315
Valor asignado: 0,17%
ANL. 1 Recuperacion ANL. 2 Recuperacion
0,1483 87,24 0,1529 89,94
0,1417 83,35 0,1484 87,29
Promedio 85,29 Promedio 88,62
Desv. Est. 2,75 Desv. Est. 1,87
Promedio
Exactitud 86,96
uExactitud 1,36
Inc. Est. Relativa 0,01560

Autor: Propio
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4.1.10. Incertidumbre Combinada.

Dentro del analisis de incertidumbre los valores mas relevantes para el estudio
son la incertidumbre combinada. Durante el analisis se identificaron algunas
fuentes de incertidumbre analizadas en anteriores apartados, asociadas a la
medicion, peso de muestra, pruebas de interlaboratorio y posteriormente fueron
cuantificadas cada una de las incertidumbres identificadas, utilizando los datos
obtenidos en los analisis de laboratorio para la validacion de la metodologia de
Acidez Titulable (Incertidumbre Tipo A) y los valores de certificados de calibracion
de la balanza y de la bureta que se encuentra disponible en los Anexos XXX y
XXXX.

Posteriormente se expresd todas las incertidumbres encontradas como
incertidumbres estandar, para lo cual se utilizé un factor de cobertura igual a k=2,

valor que se lo puede obtener de los certificados de calibracion.

A partir de esta informaciébn se combind los componentes de incertidumbre
individuales, obteniendo las Tablas 4-18, 4-19 y 4-20 donde se observa la
incertidumbre total combinada , luego se realiz6 el calculo de la incertidumbre
expandida, el cual proporciona el intervalo de confianza en donde se encontro el
valor verdadero de determinacion de grasa, esto se logr6 multiplicando la
incertidumbre combinada por el factor de cobertura k=2 asumiendo una
distribucion normal de los datos alrededor de la media y una probabilidad del 95
% de contener el valor verdadero.

Para realizar la incertidumbre combinada se requiere formula que se detalla a

continuacion:

1 COMBINADA =_1JI-II‘J'I?+ -Iu'g'ﬂlﬂnzrz_'_ H‘E‘uram + Hixﬂ,crétud

La formula descrita engloba las incertidumbres de los analisis realizados, la
incertidumbre de la balanza, la incertidumbre de la bureta y la incertidumbre de la
exactitud realizada por la prueba interlaboratorio, para cada uno de los puntos a
medir, dando como resultados:

e Leche Entera

Tabla 4-18 Incertidumbre combinada Matriz Leche Entera
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Leche Entera X 0,139

Factores de 2
. Ui Ui
Influencia
uR 0,030774 | 0,000947017

uBalanza 0,000058 0,00000000
uBureta 0,001319 1,73986E-06
uExactitud 0,015601 0,00024341

Total 0,00119
u 0,03453

X(u) 0,00481
u 0,00961 K=2 |
% 6,91

Autor: Propio

Figura 4-2 Factores de Incertidumbre Combinada Leche Entera

Factores de la incertidumbre combinada
Leche Entera

0,040

0,030774
0,030
0,020
0,010

0,000058 0,001319
i S5

0,000

uR uBalanza uBureta uExactitud

Factores de Influencia

Autor: Propio

e Leche Semidescremada

Tabla 4-19 Incertidumbre combinada Matriz Leche Semidescremada

Leche % 0,141
Semidescremada
Factores de 2
. ui ui
Influencia
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Autor: Propio

Figura 4-3

incertidumbre

0,020

0,015

0,010

0,005

0,000

uR
uBalanza

uBureta

uExactitud

e Leche Descremada

0,010200
0,000058
0,001319

0,015601
Total
u
X(u)
u
%

0,00010405
0,00000000
1,73986E-
06
0,00024341
0,00035
0,01869
0,00264
0,00527
3,74

Autor: Propio

Factores de la

combinada

Tabla 4-20 Incertidumbre combinada Matriz Leche Descremada

Leche Descremada X 0,142
Factores de 2
Influencia Ui Ui
uR 0,010482 | 0,000109878
uBalanza 0,000058 | 0,00000000
uBureta 0,001319 1,73986E-06
uExactitud | 0,015601 @ 0,00024341
Total 0,00036
u 0,01884
X(u) 0,00267
u 0,00533 K=2
% 3,77
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Autor: Propio

Figura 4-4 Factores de la incertidumbre combinada Leche Descremada
Factores de la incertidumbre combinada

Leche Descremada

0,020

0,015

0,010

0,005
0,001319
0,000058

A

uR uBalanza uBureta uExactitud

0,000

Factores de Influencia

Autor: Propio

4.1.11. Robustez

La robustez es uno de los parametros que se exigen durante el desarrollo del
protocolo de validacién e indica la susceptibilidad del método analitico a
variaciones menores razonables y brinda una indicacion de su confiabilidad en el

desarrollo de la experimentacion.

Las condiciones normales segun las Normativas vigentes que rigen en la Industria
alimentaria para la acidez titulable en la leche son en los siguientes parametros
descritos en la subsecuente tabla:

Tabla 4-21 Condiciones y parametros para el analisis de Acidez Titulable.

MASA DE .
MUESTRA CANTIDAD AGUA FENOLFTALEINA | TEMPERATURA
40¢g
20¢g (40 mL debido a la densidad del 5 gotas 20°C
H20=1kg/m3)
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Autor: Propio

Para aplicar robustez en los analisis se realizaron modificaciones en la masa de la

muestra problema, los mililitros que se adicionan con agua, la cantidad que se

adiciona la fenolftaleina y por ultimo la temperatura la cual debe estar la muestra,

las modificaciones se las indican en el siguiente recuadro donde se evidencia la

variabilidad de la validacion de la acidez en leche los cuales estan sombreados

para su mejor identificacion.

Tabla 4-22 Variabilidad de procedimiento para Robustez.

IDENTIFICACION I\'\/IASES'SA‘Tgi CAA\gU?AAD FENOLFTALEINA | TEMPERATURA
MUESTRA R1 209 40 ml 5 gotas 20°C
MUESTRA R2 15¢9 40 ml 5 gotas 20°C
MUESTRA R3 259 40 ml 5 gotas 20°C
MUESTRA R4 209 50 ml 5 gotas 20°C
MUESTRA R5 209 30 ml 5 gotas 20°C
MUESTRA R6 209 40 ml 5 gotas 20°C
MUESTRA R7 20 g 40 ml 2 gotas 20°C
MUESTRA R8 209 40 ml 10 gotas 20°C
MUESTRA R9 209 40 ml 5 gotas 15°C
MUESTRA R10 209 40 ml 5 gotas 25°C

Autor: Propio

Luego de realizar las modificaciones a las condiciones normales para realizar los

analisis respectivos, en la Tabla 4-23 se detallan los resultados de cada una de

las muestras con los cambios respectivos, las cuales presentan una variacion

prominente con respecto a los resultados reales y con las condiciones indicadas

por los Procedimientos Legales de Regulacion, las cuales seran representados en

graficos a continuacion.

Tabla 4-23 Resultados con modificaciones para verificar robustez.

NORMALIDAD DE NAOH 0,098

FACTOR

0,090
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MASA DEL
MUESTRA VOLUMEN| MATRAZ CON “I\,/II‘:i?%:: MSE:'(I')RA FORMULA
MUESTRA
MUESTRA R1 3,17 129,4802 109,4004 20,0798 0,139
MUESTRA R2 2,3 137,1744 122,1353 15,0391 0,135
MUESTRA R3 4,05 150,0574 125,0518 25,0056 0,143
MUESTRA R4 2,95 144,1982 124,154 20,0442 0,130
MUESTRA R5 3,15 126,5514 106,5366 20,0148 0,139
MUESTRA R6 3,15 136,5106 116,4863 20,0243 0,139
MUESTRA R7 3,45 140,9264 120,9115 20,0149 0,152
MUESTRA R8 2,75 138,8212 118,8003 20,0209 0,121
MUESTRA R9 2,9 142,1416 122,0691 20,0725 0,127
MUESTRA R10 3,1 128,0289 108,003 20,0259 0,137

Autor: Propio

En la imagen 4-5, nos demuestra la variabilidad que presenta el resultado del

porcentaje del &cido lactico con respecto al aumento o disminucién de la cantidad

de masa de muestra, en la que presenta una curva ascendente, indicando que, a

mayor masa de muestra, mayor concentracion de 4cido lactico.

CONCENTRACION

Figura 4-5 Masa de Muestra vs Concentracion de Acidez.

MASA DE MUESTRA VS % ACIDO LACTICO.

0,144
0,142

0,14
0,138
0,136

0,134
10 11

12 13 14

16 17 18

19 20 21

GRAMOS DE MASA

—&— CONCENTRACION

Autor: Propio

22 23

24 25

En la imagen 4-6, representa la variabilidad que exhibe el porcentaje del acido

lactico con respecto al aumento o disminucion de la cantidad de agua a la
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muestra, en la que presenta una curva decreciente, indicando que, a mayor

cantidad de agua, menor concentracion de acido lactico.

CANTIDAD DE AGUA VS % ACIDO LACTICO.

0,142
0,14
0,138
0,136
0,134
0,132
0,13
0,128
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52
CANTIDAD DE AGUA

CONCENTRACION

—@— CONCENTRACION

Figura 4-6 Cantidad de Agua vs Concentracion de Acidez.

Autor: Propio

En la imagen 4-7, nos representa la inestabilidad que presenta el resultado del
porcentaje del acido lactico con respecto al aumento o disminucién de la cantidad
de indicador de fenolftaleina, se demuestra una curva levemente decreciente,
demostrando que existe una ligera variacion al momento de analizar la acidez

titulable en muestras lacteas.

Figura 4-7 Fenolftaleina vs Concentracion de Acidez.
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CANTIDAD DE FENOLFTALEINA VS % ACIDO
LACTICO.

0,16
0,155
0,15
0,145
0,14
0,135
0,13
0,125
0,12

CONCENTRACION

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
CANTIDAD DE FENOLFTALEINA

—@— CONCENTRACION

Autor: Propio

En la imagen 4-8, nos representa los cambios que exhibe el resultado del
porcentaje del acido lactico con respecto al aumento o disminucién de
temperatura en la muestra a analizar, se demuestra una curva ascendente y
posterior decreciente, demostrando que existe una variacion significativa al

momento de analizar la acidez en muestras de leche.

Figura 4-8 Temperatura vs Concentracion de Acidez.

TEMPERATURA (°C) VS % ACIDO LACTICO.

0,14
0,138
0,136
0,134
0,132
0,13
0,128
0,126
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
TEMEPERATURA (°C)

CONCENTRACION

—@— CONCENTRACION

Autor: Propio
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

En el presente estudio se permitid la ejecucion de una validacion un método
analitico para laboratorio a fin de la determinacion de acidez en muestras de
leches, mediante la técnica de titulacién, en el que ocurre una reaccién acido-
base, hasta neutralizacion con los acidos presentes y disueltos en la muestra
problema, en el que se evidencia la reacciéon mediante un cambio o viraje de color

caracteristico.

Después de realizar y efectuar estadisticamente los resultados de analisis

obtenidos, nos permiten arribar las subsecuentes conclusiones:

Se realiz6 el disefio de la esquema de validaciéon en funcién a los niveles de
muestras que ingresan periédicamente en los ultimos afios para los respectivos
analisis de muestras de productos lacteos, en la que se incluye el parametro de
acidez titulable, el cual es un requisito para la comercializacion y dispensacion a
nivel de territorio nacional, donde se demostré que las muestras de Leche Larga
Vida o leches UHT en los tipos Entera, Semidescremada y Descremada, son las
mas estudiadas y analizadas durante los dltimos afios. Al mismo modo se
consider6 los parametros establecidos en la Norma INEN/NTE 701:2009 para las

Leches Larga Vida.

Para ello se estimd la repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, incertidumbre
combinada y expandida, con un factor de cobertura de k=2, cumpliendo con el
disefio de validacion analizadndose las 3 matrices de leches UHT por 5 dias con

dos analistas diferentes.

En el caso de Robustez, presento interferencias sustanciales debido al limitado
rango de porcentaje permitido de acido lactico en muestras de leche, al momento
de intercambiar la metodologia, por lo que se vio afectado los resultados finales al

momento de procesar las muestras.
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Para finalizar, la metodologia propuesta demostrd repetibilidad, reproducibilidad y
exactitud inferiores a los propuestos en el disefio de la metodologia.
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5.2. Recomendaciones

Al momento de realizar los analisis correspondientes, se sugiere considerar las
leches que presentan saborizantes y/o fortificadas para verificar el parametro de
acidez titulable.

Se recomienda investigar las reacciones quimicas del acido lactico frente a los
parametros de robustez propuesto, a fin de determinar su comportamiento a
diferentes condiciones expuestas.
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CAPITULO 7

7. Apéndices y anexos

ANEXO A. Certificado de Analisis del Hidréxido de Sodio

Certificate of Analysis Page 1 of 1

ThermoFisher
SCIENTIFIC

Certificate of Analysis

1 Reagent Lane
Fair Lawn, NJ 07410
201.796.7100 tel
201.796.1329 fax
This is to certify that units of the lot number below were tested and found to comply with the specifications of the grade listed. Certain data have been
supplied by third parties. Thermo Fisher Scientific expressly disclaims all warranties, expressed or implied, including the implied warranties of
merchantability and fitness for a particular purpose. Products are for research use or further manufacturing. Not for direct administration to humans or
animals. It is the responsibility of the final formulator and end user to determine suitability based upon the intended use of the end product. Products are
tested to meet the analytical requirements of the noted grade. The following information is the actual analytical results obtained.

Catalog Number S318 Quality Test / Release Date 10/16/2019

Lot Number 194670

Description SODIUM HYDROXIDE, AC.S.

Country of Origin United States ow2024
Chemical Origin Inorganic

BSE/TSE Comment No animal products are used as starting raw material ingredients, or used in processing, including lubricants,
processing aids, or any other material that might migrate to the finished product.

Thermo Fisher Scientific's Quality System has been found to conform to Quality Management System
Standard 1SO9001:2015 by SAI Global Certificate Number CERT — 0120632

N/A

Result Name Specifications Test Value
APPEARANCE REPORT White pellets
ASSAY % >=97.0 98.8
CALCIUM % <=0.005 <0.005
CHLORIDE % <=0.005 <0.005
HEAVY METALS (as Ag) % <=0.002 <0.002
IDENTIFICATION PASS/FAIL = PASS TEST pass test
IRON (Fe) % <=0.001 <0.001
MAGNESIUM % <=0.002 <0.002
MERCURY (Hg) ppm <=0.1 <0.1
NICKEL (Ni) % <=0.001 <0.001
NITROGEN COMPOUNDS % <=0.001 <0.001
PHOSPHATE (PO4) % <=0.001 <0.001
POTASSIUM (K) % <=0.02 <0.02
SODIUM CARBONATE % <=1.0 0.61
SULFATE (SO4) % <=0.003 <0.003

Juliaw e

Julian Burton - Quality Control Manager — Fair Lawn

Note: The data listed is valid for all package sizes of this lot of this product, expressed as an extension of this catalog number listed above.
If there are any questions with this certificate, please call at (800) 227-6701.
*Based on suggested storage condition.
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ANEXO B. Certificado de Analisis del Ftalato Acido de Potasio

www.sigmaaldrich.com

Certificate of Analysis — Certified Reference Material

Certipur® Potassium hydrogen phthalate

Product no.: 1.02400.0080 L

Lot no.: 192400D =

Description of CRM: Potassium hydrogen phthalate )

Expiry date: 2024/05/31

Storage: +15°C to +25°C tightly closed in the original container and protect from light and
moisture

Composition: Potassium hydrogen phthalate

Associated uncertainty, U=k v

Analyte Certified value as mass fraction (k=2) as mass fraction

Mass fraction 99.92 % +0.07 %

Metrological traceability:  Directly traceable to the suitable primary standard NIST SRM Potassium
hydrogen phthalate 84L.

Measurement method: The certified mass fraction was determined by potentiometric titration with
sodium hydroxide as titration solution. The certified value is based on a
molecular mass M = 204.222 a/mol dried substance.

Intended use: This volumetric standard is intended for standardisation of volumetric solutions
in accordance to the chapter reagents of the Pharmacopoeia (Ph. Eur., USP).

Instructions for handling The volumetric standard Potassium hydrogen phthalate must be dried at

and correct use: 120 °C for 2 hours before use.
By within-unit homogeneity studies a minimum weigh-in quantity of 175 mg was
determined.

Accreditation: Merck KGaA, Darmstadt, Germany is accredited by the German accreditation

authority DAkkKS as registered reference material producer D-RM-15185-01-00
in accordance with ISO 17034 and registered calibration laboratory
D-K-15185-01-00 according to DIN EN ISO/IEC 17025.

Certificate issue date: 2019/07/04

(( DAKKS iesis (( DAKKS M. Ut
Deutsche ’i/"—\\\\\ z:::?:erungsmne . % "%
Akkreditierungsstelle DK 15185-01-00

D-RM-15185-01-00

Dipl.-Ing. Ayfer Yildirim

1S0 17034 ISO/IEC 17025 (Responsible QC Laboratory Manager)
Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany. Tel.: +49 (0)6151 72-2440
EMD Millipore Corporation. 400 Summit Drive Burlington MA 01803, USA, Tel +1-978-715-4321
Sigma-Aldrich Canada Co. or Millipore (Canada) Ltd.. 2149 Winston Park. Dr. Oakuville,
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s

Health and safety Please refer to the Safety Data Sheet for detailed information about the nature of
information: any hazard and appropriate precautions to be taken.

Certification process details:

Certipur® Volumetric standards are prepared from high purity salts. Characterisation of Certipur® Volumetric
standards is carried out by the accredited quality control (QC) laboratory at Merck KGaA, Darmstadt, Germany
according to DIN EN ISO / IEC 17025 by measuring the mass fraction by potentiometric titration.

Homogeneity and stability studies are performed with the material according to the requirements of ISO 17034 and
ISO Guide 35.

Associated uncertainty:

The associated uncertainty Ucrm reported with the certified values is calculated as combined expanded uncertainty
Ucru=k:Ucay in accordance with GUM and EA-4/02, with k=2 as the coverage factor for a 95% coverage probability.

The combined uncertainty wucrm is derived from combination of the squared uncertainty contributions:

2 2 2
uCRM = \/U Characteri sation + U Homogeneity + U Stability

Ucharacterisation® is the uncertainty in accordance with DIN EN ISO/IEC 17025 which includes the
contributions of the primary reference material and the measuring system.

Unhomogeneity® is the between-bottle variation in accordance with ISO 17034. The assessment
of homogeneity is performed by analysis of a representative number of
systematically chosen sample units.

Ustability? is the uncertainty obtained from short-term and long-term stability in accordance
with ISO 17034. The stability studies are the basis for the quantification of the
expiry date of this volumetric standard for the unopened bottle.

For more detailed information please read the certification report on our website.

Certificate of analysis revision history:

Certificate version Date Reason for version
01 2019/07/04 Initial version

The vibrant M, Supelco, Aquastar and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its affiliates.
Detailed information on trademarks is available via publicly accessible resources.
© 2018 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All Rights Reserved.

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
operates as MilliporeSigma in the US and Canada
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ANEXO C. EVIDENCIA DE ANALISIS EN LABORATORIO
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ANEXO D Prueba de Interlaboratorio de Acidez Titulable.
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Scheme: Dairy Chemistry (QDCS)

Lab ID: CH3692 ARCSA
Round: CH315 Issued: 31/08/2022
Analyte: Titratable Acidity
Results
Sample Method Result Unit Perf Score Score Type % Diff
56 Titration 0.148 % Lactic acid zScore 12.941
Assessment Statistics
Sample 56
Assigned Value 0.170
Assigned Value Derived By All data
Uncertainty of Assigned Value 0.0032
SDPA 0.0148
Satisfactory Range 0.14t0 0.2
Satisfactory z/z score 86.1%
Questionable z/z score 2.8%
Unsatisfactory z/z score 11.1%
Result Statistics
Sample 56
Number of Results 36
Number of Excluded Results 3
Mean 0.170
Median 0.170
Standard Deviation 0.0157
Robust SD 0.0148
min/max 0.140/0.219
10 v
Y
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Page 11 of 14 Issue Date: 31/08/2022
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Lab ID: CH3692 ARCSA Scheme: Dairy Chemistry (QDCS)
Round: CH315

Issued: 31/08/2022
Analyte: Titratable Acidity

Sample 56, Quantitative Methodology Summary

Results
Method Unit Median Robust SD  |Range Sat % Questionable % Unsat %
Number Excluded % of Total
Titration 36 3 100 % Lactic acid 0.170 0.0148 061‘2‘2;0 86.1 28 1n1
Sample 56
0.3
025 STTTTTTTTTTSTSTSTTTSTSTTTTTSTTOSCCSNCSTTTT TS TSI CnsSSTCSES ST e T eI C S TS TSSES SIS eSS 00

. ®

o 02

o

o0 0O
AR E X KN N NN/
e00000000000000°
015 g @ @

0.1

% Lactic acid

@ Titration

Results above or below the dotted line are gross errors or blunders truncated for display purposes
Sample Comments

Sample 56

No technical comments available for this sample

Issue Number: 1

Page 12 of 14 Issue Date: 31/08/2022
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Scheme: Dairy Chemistry (QDCS)

37 - Hard Cheese

Lab ID - CH3692 - ARCSA

Analyte Analyst Method Result Assigned Value | UxAV | SDPA | Exp.SDPA | Numberof results | Median |Mean |RobustSD | SD Your Reference
Fat Lab Result | Other 30.85 31.40 0.107 (0.5 N/A 52 31.40 3151 |0.593 0.943 | Other
Salt Lab Result | Other 118 159 0.014 |o0.08 N/A 50 159 159 0.074 0.130 | Other
Sodium Lab Result | AAS 0.69 0.56 0.010 |0.03 0.031 14 0.56 0.57 0.030 0.048 [AAS
Moisture | Lab Result | Heating to constant weight | 37.37 37 0.080 |0.45 N/A 54 37 37.06 |0.460 0.585 | Heating to constant weight
Moisture | MLL Heating to constant weight | 37.43 37 0.080 |0.45 N/A 54 37 37.06 |0.460 0.585 | Heating to constant weight
Moisture | DSC Heating to constant weight | 37.60 37 0.080 |0.45 N/A 54 37 37.06 |0.460 0.585 | Heating to constant weight
Moisture | ESL Heating to constant weight | 37.07 37 0.080 |0.45 N/A 54 37 37.06 |0.460 0.585 | Heating to constant weight
* Please note, participant performance for this analyte has been assessed using a z' score, rather than a z score, in order to account for the measurement uncerainty of the assigned value
which is not negligible when compared to the SDPA.
56 - Milk
Analyte Analyst Method Result Units ZScore | Assigned Value | UxAV | SDPA | Exp.SDPA | Number of results | Median |Mean | Robust SD SD Your Reference
Titratable Acidity Lab Result | Titration 0.148 | % Lactic acid 0.170 0.0032 |0.0148 |N/A 36 0.170 0.170 ]0.0148 0.0157 | Titration
Trtratable Acidity MLL Titration 0.160 % Lactic acid 0.170 0.0032 |0.0148 |N/A 36 0.170 0.170 |0.0148 0.0157 | Titration
Freezing Point Depression | Lab Result | Cryoscope |534.0 m°C (True) 525 0.60 20 209 40 525 5245 297 342 Cryoscope

* Please note, participant performance for this analyte has been assessed using a z' score, rather than a z score, in order to account for the measurement uncertainty of the assigned value

which is not negligible when compared to the SDPA.
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