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I 

 

RESUMEN 

 

La leche es un alimento consumido a nivel general y está presente en la pirámide 

de alimentación 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 país, para determinar la calidad del producto. Uno de estos 

parámetros 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 validación de la metodología 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 

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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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

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, proteína, 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 más importantes en la nutrición humana (por no 

decir el más 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 conservación. 

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 actúan desplazando a los 

patógenos y también intervienen en los mecanismos de inmunomodulación, por lo 

que su consumo debe realizarse desde los primeros años de vida.  

La leche y los productos lácteos tienen un papel importante en la dieta humana 

debido a sus numerosos nutrientes beneficiosos, como proteínas, azúcares, 

minerales y vitaminas solubles en agua. [3] 

Por ende, al ser un alimento consumido en su gran mayoría de los habitantes, 

existe una gran demanda de productos provenientes de la leche, por lo cual 

grandes empresas ven un potencial económico e industrial para la fabricación y 

comercialización de leches, existiendo una gran variedad de productos en el 

mercado.  

Para esto se necesita que se controle satisfactoriamente los parámetros 

intrínsecos, dentro de los cuales se encuentra la acidez de la leche, la cual es 

muy importante para la determinar frescura y el estado de conservación del 
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producto, asimismo, también se puede observar la alteración de la leche 

detectada por la acidificación.  

Con esto, se determina la calidad del producto que se comercializa en el mercado 

ecuatoriano, para cumplir los estándares establecidos por la Norma INEN, para su 

distribución a los consumidores. 
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1.2. Descripción del problema 

De acuerdo con el INEC, en el año 2020 se producen diariamente 6,152.841 litros 

de leche cruda, la cual, representa fuente de ingresos económicos 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 año. 

Aun así, representa una minoría con lo que recomienda las FAO Y OMS para el 

consumo anual por persona (unos 180 litros aproximadamente por habitante cada 

año). [4] 

Según los datos del Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG), la zona 

industrial láctea de la nación produce alrededor de 1.400 millones USD al año por 

la producción e industrialización de la leche y el precio oficial del litro de leche al 

productor es de 0,42 USD. 

En la mencionada zona industrial láctea del Ecuador, existe alrededor de 299.000 

productores de leche, dentro del valor mencionado anteriormente, el 80% 

corresponden a granjas pequeñas o familiares, y el 20% pertenecen a granjas 

medianas y grandes, lo que significa que dentro de la zona industrial existen 

mayoritariamente empresas pequeñas, las cuales necesitan hacer inversiones 

económicas para mejorar la alimentación de las vacas, y, siendo fundamental, 

equipos y tecnologías dentro del mercado para la optimización del proceso de 

producción del producto final. [5] 

Debido a las propiedades fisicoquímicas de la leche, es un medio en el cual 

fácilmente puede verse afectado la calidad final del producto terminado en la que 

incluya parámetros microbiológicos , como en la frescura y estado de 

conservación de la leche; sumando esto con las limitantes económicos 

mencionados en líneas anteriores con lo que respecta a las pequeñas industrias, 

asimismo, con alguna mala práctica de almacenamiento, procesamiento y/u otro 

problema en el desarrollo de fabricación de la leche, se realizan análisis finales a 

esta clase de productos lácteos, entre los cuales, la medición del pH y Acidez en 

leche, ayudan a estimar la acidez desarrollada, debido a la proliferación 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 ácido 

láctico. [1]  
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1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo General. 

 Validar un método para la determinación de acidez en muestras de leches, 

mediante técnica de titulación. 

 

1.3.2. Objetivo Específicos. 

 Diseño el esquema de validación en función a los niveles de acidez que 

posee las matrices de leche. 

 Estimar la precisión, repetibilidad, exactitud y reproducibilidad del método 

para la determinación de acidez en muestras de leche. 

 Demostrar por medio de un análisis estadístico los resultados obtenidos 

durante el proceso de validación del método analítico. 
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1.4. Hipótesis 

El ensayo propuesto para la determinación de acidez titulable en muestras de 

leche cumplirá con los parámetros de validación de las matrices propuestas 

establecidas por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE/INEN 13:1984, Leche, 

Determinación de la Acidez Titulable y Norma Técnica Ecuatoriana NTE/INEN 

701:2009 Leche Larga Vida, Requisitos, Segunda Revisión, mediante 

procedimientos normalizados. 

  



6 

1.5. Alcance 

El presente trabajo tiene como el alcance a las muestras o productos lácteos los 

cuales son expendidos y consumidos por la población 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 Análisis de Acidez Titulable en muestras lácteas. 
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CAPÍTULO 2.  

MARCO TEÓRICO 

2. Leche. 

2.1. Definición. 

La leche es un producto que se obtiene por la secreción normal de las glándulas 

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 ordeños se le realicen al espécimen los cuales deben de realizarse de 

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

 

Según la Norma INEN 9:2012, la leche es un producto que se obtiene mediante la 

secreción mamaria de animales de origen bovino lecheros, los cuales se 

encuentran sanos, este producto se lo obtiene por uno o varios ordeños diarios, 

que se realiza de forma higiénica, completa y sin ininterrupciones, las cuales no 

se les ha añadido o extraído algún componente, la cual está destinada para un 

posterior tratamiento para el consumo humano. [7]. 

 

A su vez, el Codex Alimentario define a la leche como una secreción mamaria 

regular de animales lecheros obtenidos por medio de uno o más ordeños sin 

ningún tipo de adición o extracción, dedicados al consumo a modo de leche 

líquida o a preparación ulterior. [8] 

 

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

grasas, proteínas, vitaminas y minerales.[9] 

 

2.2. Tipos de leche 

2.2.1. Larga Vida 

La leche larga vida o leche UHT, es el tipo de leche procesada con la tecnología 

más actualizada existente para el procedimiento de la leche y para asegurar al 

consumidor una leche sana, segura y con una época más prolongado de 

almacenamiento. [10] 
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En el procesamiento, la leche pasa primeramente por la homogeneización – 

proceso físico que disminuye la magnitud de los glóbulos de grasa, 

incrementando el equilibrio de la leche y evitando la división de la grasa, mejor 

dicho, la formación de la nata. [11] 

Posteriormente, la leche es sometida a ultra pasteurización – crecimiento de la 

temperatura entre 140ºC y 150ºC a lo largo de 2 a 4 segundos, en un flujo 

constante, e inmediato enfriamiento a una temperatura inferior a 32ºC.[10] 

 

2.2.2. Leche Cruda 

Según el Codex Alimentarius define a la leche cruda como la muestra láctea que 

no ha sido sometida a procesos de calentamiento a más de 40°C, ni tampoco 

sometida a algún 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 devastación total de los microorganismos patógenos y la casi 

integridad de los microorganismos saprofitos sin perturbar sensiblemente las 

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

 

2.2.4. Leche Homogenizada 

Muestra de leche la cual, previo al tratamiento térmico de pasteurización, fue 

sometido a homogenización, con el fin de reducir el tamaño de los glóbulos de 

grasa, gracias al efecto de la presión y temperatura, para la estabilización 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 número de microorganismos presentes y permitir un 

acopio más prolongado previo a someter a la elaboración ulterior. Las condiciones 
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del procedimiento térmico son mínimo aproximadamente de 62ºC a lo largo de 15 

a 20 segundos seguido de enfriamiento inmediato hasta temperatura de 

refrigeración. La leche termizada debería 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 analítico. [14] 

 

 

 

2.3. Clasificación 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 terminación, pasteurización y/o 

estandarización de materia grasa, transportada en volúmenes de una industria 

láctea a otra para ser procesada y envasada bajo normas de higiene. [14] 

La leche entera es el tipo de leche donde contiene la mayor concentración de 

grasa láctica, con un valor mínimo de 3 gramos por cada 100 gramos de leche. 

Por esta característica, su valor calórico como su porcentaje de colesterol es de 

mayor concentración 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 añadir 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 sustraído parcialmente 

el contenido graso, la concentración del contenido graso se encuentra dentro de 

1,5 y 1,8 gramos por 100 gramos de leche. Las características 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 

que 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 azúcar 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 división de la glucosa y la galactosa, 

azúcares que forman la lactosa en la leche, si esta reacción 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. Composición de la leche 

Dependiendo del origen animal de la leche, comúnmente se encuentra compuesta 

en su mayoría por agua (85% aproximadamente), grasa, proteína, hidratos de 

carbono, minerales y vitaminas. [17] 

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

provenientes de diversos animales: 

 

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

ESPECIE 

MATERIA 

GRASA 

(g) 

LACTOSA 

(g) 

MINERALES 

(g) 
CENIZAS (g) 

CALCIO 

(mg) 

PROTEÍNAS 

(g) 

Mujer 3.5 6.5 0.25 0.2 32.2 1.4 

Vaca 3.5 4.7 0.8 0.7 119 3.5 

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. Proteínas 

La proteína más exuberante en la leche es la caseína, seguida de las proteínas 

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

grasos, las fosfolipoproteínas. [18] 

 

La caseína en su más grande proporción está constituyendo las llamadas 

submicelas, que tienen la posibilidad de llegar a medir hasta 0.4 micras de 

diámetro y que tienen la posibilidad de unirse, paralelamente, por medio de 

fosfato cálcico (el conjunto hidroxilo del aminoácido se esterifica con ácido 

fosfórico que se une al calcio) conformando micelas, que se hallan en suspensión 

coloidal. [19] 

 

Figura 2-1 Miscela de la Caseína de la Leche 

 

Autor: [6] 

2.4.2. Materia grasa 

La materia grasa de la leche está en emulsión en la disolución acuosa que 

constituye la leche. Se encuentra compuesta prácticamente, 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 básicamente el característico carbohidrato presente en la leche, 

además es el típico producto donde se puede hallar esta clase de azúcar. 

Hablamos de un disacárido compuesto por glucosa y galactosa. La lactosa es 

soluble en agua y, en ese sentido se muestra en la leche. Para su digestión es 
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elemental la existencia de una enzima que catalice el proceso de hidrólisis, 

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 digestión de la lactosa de la leche de vaca, no es 

de esta forma en los adultos, y pueden darse en una proporción alta poblacional 

adulta situaciones de intolerancia a la lactosa. La incidencia de esta intolerancia 

se ve mayormente reflejada entre los pueblos asiáticos o africanos, menos 

recurrentes en los centroeuropeos y aún menor en las naciones del norte del 

continente Europeo. [21] 

 

La lactosa es el elemento que limita la producción de leche; o sea, que la 

proporción de leche producida es dependiente de las maneras de síntesis de la 

lactosa en la mama (es el componente soluble más exuberante y su actividad 

osmótica es muchísimo más alta que la de los demás componentes). 

La lactosa es el elemento de la leche más lábil ante la acción microbiana; en 

impacto la leche es de forma sencilla presa de bacterias de diferentes tipos, que 

convierten la lactosa en ácido láctico u en otros ácidos alifáticos. [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), fósforo 

(1.0), Cloruro de Sodio (1.1), Azufre (0.3), CO2 (0.2) y Ácido cítrico (1.8). [22] 

 

El calcio es uno de los minerales que se encuentra en mayor proporción en las 

leches de las diferentes matrices de su proveniencia; esta sal, en su mayoría, se 

encuentra formando micelas de caseína; existen pequeñas cantidades de hierro, 

cobre, yodo y otras sales en las muestras, pero se encuentran en forma de trazas. 

[23] 
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2.4.5. Enzimas. 

Las lipasas, peroxidasas y lipasas, son algunas de las enzimas más importantes 

presentes en la leche. Asimismo, la fosfata alcalina se encuentra disuelto en el 

medio, sirviendo como indicador para el tratamiento térmico (pasteurización), ya 

que esta se desactiva a temperaturas elevadas, y su medicación es relativamente 

factible, en la que ocurre la hidrolisis con el fenilfosfato sódico, 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 está en la leche desnatada y suero lácteo, dentro de estas, las principales y 

que se encuentran en mayor proporción son las Vitaminas C, B2 y B12. 

Varias vitaminas se inactivan por el calor, la oxidación o la fotolisis (efecto de la 

luz solar y las radiaciones). La actividad vitamínica de la leche puede por ella 

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

 

2.5. Características 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 podría ser alterada por el desarrollo de ciertos microorganismos 

capaces de crear polisacáridos que por la acción de aumentar agua se 

incrementa la viscosidad de la leche.[24] 

 

2.5.2. Color 

Líquido de color blanco opalescente característico gracias a la refracción de la luz 

una vez que los rayos de luz inciden sobre las partículas coloidales de la leche en 
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suspensión. Una vez que es bastante rica en grasa, muestra una coloración 

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 característico, comúnmente no posee un sabor ácido ni 

amargo, más bien, pose un sabor ligeramente dulce, conllevado por el contenido 

de lactosa en su composición. [26] 

 

2.5.4. Olor 

Por el contenido de ácidos, aldehídos, cetonas y sulfatos que se encuentran en 

trazas, el olor de la leche es característico, la mezcla de los componentes 

químicos orgánicos volátiles de peso molecular bajo. [26] 

 

2.6. Ordeño 

El ordeño retira la leche que se acumula en el reservorio de la glándula y sistema 

de conductos, un estímulo neuroendócrino genera la bajada de la leche, en el cual 

la contracción 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. Ordeño Manual 

El ordeño manual es el procedimiento de elección en hatos que son pequeños. La 

complejidad de conservar las máquinas, de obtener repuestos, o el abasto 

interrumpido de electricidad son causas para realizar el ordeño manual. La salud 
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de la ubre de la vaca va a ser mejor con un óptimo ordeño manual que con una 

máquina de ordeñar mal mantenida.  

Los pezones tienen que ser lavadas y secadas correctamente, y las manos del 

ordeñador tienen que hallarse limpias y secas. Cada mano debería de tomar todo 

el extenso del pezón. [28] 

 

 Los dedos pulgares y el índice tienen que ser usados para comprimir la parte 

preeminente del pezón en lo que la mano lo aprieta plenamente. Por consiguiente, 

la presión dentro del pezón aumenta y la leche es forzada fuera del canal. Los 

cuartos posteriores tienen que ordeñarse primero debido a que ellos tienen dentro 

la mayoría de la leche. Se debería de tener cuidado para prevenir que pelos y 

polvo caigan dentro del balde. Cada una de las ocupaciones sobre la rutina de 

ordeño, preparación de la ubre y limpieza, se utilizan igualmente al ordeño manual 

como al mecánico. [22] 

 

2.6.2. Ordeño Mecánico 

Pese a que hay varios diseños diferentes de sistemas de aparatos de ordeñar, 

todos comparten varias de las propiedades primordiales enfocadas a utilizar una 

idónea forma de succión en los pezones removiendo la leche hacia un punto de 

recolección. En todos los sistemas, una bomba de vacío aplica succión para 

remover viento a un ritmo constante. Una trampa sanitaria está presente para 

conservar separadas la línea de leche y la línea de vacío, y eludir el 

desplazamiento de líquidos en medio de las piezas "sanitarias" y "no sanitarias" 

del sistema. [22] 

 

2.7. Transporte de leche 

La leche debe ser almacenada en refrigeración a 4ºC +/-2ºC rápidamente a partir 

del ordeño o entregarse a la planta de enfriamiento o procesamiento en el período 

de tiempo más corto que se pueda, garantizando la conservación 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 diseñados para este fin o tanques 

isotérmicos de aceros inoxidables. No se posibilita el uso de recipientes plásticos. 

[26] 

 

2.8. Acidez titulable 

Los ácidos orgánicos 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 determinación se fundamenta en una interacción ácido-base, donde la muestra 

se sitúa en una solución acuosa y se titula con una solución de NaOH con una 

normalidad conocida, frente a la presencia de un indicador (fenolftaleína). Una vez 

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

 

Químicamente, la reacción de la acidez titulable se determina por medio de la 

reacción estequiométrica entre una solución titulante alcalino, y la concentración 

total de ácidos presentes en la muestra hasta que se establezca la neutralización 

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 lácteos, en los que, por medio de la titulación, se 

logra liberar grupos H+ en la solución, en a que se adiciona a la leche un volumen 

necesario de una solución salina alcalina valorada o estandarizada, hasta llegar al 

pH donde cambia el color del indicador colocado dentro de la solución problema, 

en el que, varia su coloración 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 Caseína, la cual representan 2 5⁄  de la acidez propia 

de la leche. 

Acidez correspondiente a minerales y ácidos orgánicos, 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 ácido láctico y a otros ácidos provenientes de 

la degradación de microorganismos de la lactosa, y de los lípidos. 

Figura 2-2 Reacciones de la Acidez en Leche 

 

Autor: [31] 

En consecuencia, la acidez titulable constituye una medida de la concentración de 

proteínas y fosfatos en leche, los cuales contienen una excelente calidad 

higiénica-sanitaria. [32] 

2.9. Ácido láctico 

El ácido láctico fue descubierto por el Químico Scheele Swedish en el año 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 descubrió que no era un componente de la leche, 

determinando que la fermentación láctica se debe a la presencia de 

microorganismos (Lactobacillus), el cual era generado por la reacción de 

fermentación provocada por algunos microorganismos.[33] 

 

Desde el punto de vista químico, es un ácido hidroxicarboxilios más frecuentes, el 

cual es producido por animales, plantas y microorganismos. Su estructura química 

consta de dos átomos de carbono terminales, uno de ellos formando el grupo 

carboxilo y un átomo de carbono central, el cual está ligado el grupo funcional 

hidroxilo. 

 

En la Tabla 2-2 se puede apreciar algunas propiedades fisicoquímicas del ácido 

láctico. 

Tabla 2-2 Propiedades fisicoquímicas del ácido láctico. 

Fórmula C3H6O3 

Peso Molecular 90.08 

Índice de refracción 1.44 

Punto de fusión 
L (+) y D (-):  52.8 A 54°C 

DL:16.8 a 33°C 

Punto de ebullición 125-144°C 

Gravedad especifica 1206 

Calor de combustión 3616 cal/g 

Viscosidad 40.33 mNsm-2 

Densidad 1.249 

Constante dieléctrica 22 e 

Autor: [34] 

2.10. Validación 

La validación es definida como la capacidad de demostrar documentos objetivos, 

que proporcionan un proceso implícito, con un gran porcentaje de veracidad de 

alguna metodología. [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 validación da documentos y procesos estables, en que los laboratorios tienen 

la posibilidad de medir, los límites de rendimiento aceptables como, por ejemplo: 

linealidad, especificidad, exactitud, precisión. [37] 

Se valida un procedimiento, para la verificación de los parámetros a realizar, los 

cuales deben ser adecuados para el problema analítico específico, entre ellos:  

 El desarrollo de un nuevo método a realizar.  

 Para la mejora de un método ya establecido.  

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

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

en diferentes equipos [36] 

 

2.11. Precisión  

Es una medida en la cual muestra la concordancia de los resultados analíticos 

alcanzados, una vez que se hace algunas veces el mismo procedimiento.  

La precisión nos sugiere los errores aleatorios que pasa en el procedimiento, una 

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

 

La expresión del grado de precisión, normalmente se la utiliza para obtener la 

imprecisión del método, que se la mide calculando la desviación estándar a los 

resultados analizados durante la experimentación. [39] 

 

En la medida de precisión, las más comunes utilizadas son: 

 

2.11.1. Repetibilidad  

Representa la precisión, en un grupo de datos logrados en la repetición 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 desviación estándar, del 

coeficiente de alteración 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 función de no verse perjudicado por pequeños cambios 

analíticos tales como: la temperatura del ensayo, diferentes laboratorio, reactivos 

y analistas [40] 

 

La robustez de un procedimiento analítico 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, días, etcétera. Un procedimiento analítico es robusto 

una vez que otorga resultados con presión y precisión aceptables en condiciones 

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

 

La robustez es un parámetro, empleado en el laboratorio para mejora y 

proporcional fiabilidad del método, este parámetro se lo usa para averiguar el 

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

 

2.11.4. Exactitud  

La exactitud es un parámetro que demuestra, la proximidad entre los resultados 

obtenidos en las pruebas y el valor verdadero, la exactitud se estudia como: la 

veracidad y precisión. [39] 

La exactitud de un procedimiento analítico; es la cercanía de los resultados de la 

prueba conseguidos por dicho procedimiento al costo aceptado como verdadero. 

La precisión debería establecerse en todo el intervalo detallado del método 

analítico Se evalúa usando un mínimo de 9 determinaciones en un mínimo de 3 
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niveles de concentración que cubran el intervalo detallado (por ejemplo, 3 

replicados en todas 3 concentraciones del método analítico total). [42] 
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CAPÍTULO 3 

3. METODOLOGÍA 

3.1. Diseño de la Investigación 

El presente estudio de investigación tiene un enfoque cuantitativo, debido que el 

objetivo es adquirir datos a través de la medición numérica y el análisis estadístico 

para probar una hipótesis descrita en párrafos preliminares. 

 

Durante el trabajo investigativo se utilizó 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 II para los análisis comparados con el 

Certificado de Análisis del Producto Final y determinar la calidad de los productos 

lácteos que se comercializan en el territorio ecuatoriano. 

 

Asimismo, se utilizó la investigación por fuentes de datos, esto comprende en 

revisión bibliográfica de las metodologías que se usan para la determinación de 

acidez titulables en muestras provenientes de la leche vacuna, comparadas con 

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

 

Por último, se utilizó una investigación experimental, con el fin de validar la 

metodología de acidez titulable con la finalidad de verificar la calidad de los 

resultados emitidos durante los análisis, por lo que se procedió a realizar ensayos 

dentro del Laboratorio de Referencia de la ARCSA en el área de Bromatología de 

Alimentos. 

 

3.2. Población. 

Productos lácteos larga vida de origen vacuno comercializados dentro del 

Ecuador, divididos en matrices de acuerdo con la clasificación según la cantidad 

de grasa. 
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3.3. Muestra 

Muestras de leches larga vida, dentro de esta clasificación se encuentra las 

matrices: 

 Leche entera,  

 Leche descremada,  

 Leche Semidescremada. 

 

3.4. Métodos y Materiales 

Tabla 3-1 Materiales a Utilizar para la Acidez Titulable 

Equipos Reactivos 

Balanza Analítica 
Solución 0,1N de Hidróxido de Sodio 

Estandarizada 

Matraz Erlenmeyer 125 cm3 
Solución Indicadora de Fenolftaleína al 

1% 

Matraz Aforado de 500 cm3 Agua destilada Libre de Co2 

Bureta de 25 cm3 
Material de Referencia de Leche para 

control de calidad. 

Estufa con ajustador de temperatura a 

103°C ± 2°C. 
Ftalato Ácido de potasio 

Desecador  

Termómetro  

Agitador de Vidrio  

Equipo de Baño María (De ser 

necesario) 
 

Autor: Propio. 

3.4.1. Metodología 

El presente trabajo investigativo se desarrolló en las instalaciones del Laboratorio 

de Referencia ubicado en Julián Coronel y Esmeraldas, en la ciudad de 

Guayaquil. 
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La primera etapa del presente trabajo fue la revisión bibliográfica acerca de las 

normativas que rigen en los productos lácteos pasteurizados para su 

comercialización y distribución. De igual modo, se revisó información documental 

de trabajos científicos e investigativos sobre los análisis de calidad de leche 

vacuna. 

La metodología de referencia utilizada es tomada de la Norma Técnica 

Ecuatoriana NTE INEN 13:1984, también se revisó la metodología de la AOAC 

16.023, que es una metodología en la que se fundamenta la Normativa 

Ecuatoriana para las Leches Pasteurizadas. 

 

Se tendrán 3 matrices de muestras de leches, dentro de las cuales son de Leche 

Entera, Leche Descremada, Leche semidescremada; en cada una de estas, se 

obtendrán 3 muestras de industrias diferentes, en la cual se tomarán muestras 

que sean del mismo lote de fabricación y durante el análisis, se hará por 

duplicado los análisis según el procedimiento de la Norma INEN. 

Por otro lado, se tendrá que lavar correctamente los matraces, luego llevar a 

secar en estufa a 100°C aproximadamente por 2 horas, y llevarlos al desecador 

para su atemperación, inmediatamente se pesa cada peso de matraz en balanza, 

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

 

Se debe estandarizar la solución de Hidróxido de sodio para determinar la 

cantidad requerida de la base para que ocurra la reacción química del viraje del 

color de la muestra hasta su neutralización. 

 

La muestra se debe llevar a 20°C hasta homogenización, 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 

solución alcohólica de fenolftaleína.  

 

Se llena la bureta con la solución de 0.1N de Hidróxido de Sodio, previamente 

estandarizada, y se comienza a titular la muestra hasta llegar al viraje de color 

rosado pálido, el cual debe persistir por 30 segundos, se lee el consumo de la 

bureta de la solución de Hidróxido de Sodio empleada para la reacción química. 
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Después se realizan cálculos con la fórmula establecida para determinar la 

concentración en porcentaje de ácido láctico presente en la muestra, empleando 

la ecuación para determinar la acidez titulable. 

 

3.5. Validación de Método 

La validación del método se realizó en Leche UHT en 3 puntos (leche entera, 

leche semidescremada, leche descremada), con 20 repeticiones promediadas con 

su duplicado, cada analista realizó 10 repeticiones cada uno. 

Tabla 3-2 Matriz y Puntos Utilizados 

MATRIZ PUNTOS 

LECHE UHT 

LECHE ENTERA 

LECHE SEMIDESCREMADA 

LECHE DESCREMADA 

Autor: Propio 

Los puntos propuestos han sido tomados de la data de ingresos al área de 

bromatología de alimentos para el análisis de control nivel II para la evaluación 

analítica de los componentes de las muestras de leche, en la cual se encontró 

que el tipo de leche que se ingresó 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 validación del método de Acidez 

titulable se basó en la obtención de exactitud, precisión e incertidumbre. 

Para determinar el valor de incertidumbre de las medidas implícitas en los análisis 

y metodología, se empleó Tablas de Análisis de Varianza (ANOVA). 

 

En caso de los cálculos de la estimación de la incertidumbre, se subclasifican en: 

TIPO A: Se realiza mediante el estudio estadístico de la desviación estándar 

máxima de repetibilidad y reproducibilidad. 

TIPO B: Es la contribución de la incertidumbre y resolución de equipos calibrados 

(Certificado de calibración de la balanza analítica y Buretas) 
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3.5.1. Incertidumbre Combinada. 

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

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

μcombinada =  

 
 

3.5.2. Incertidumbre Expandida 

La incertidumbre expandida es una magnitud que define un intervalo alrededor del 

resultado de una medición el que se espera cubra una fracción grande de la 

distribución de los valores que podrían atribuirse razonablemente al mesurando. 

μexpandida = μcombinada  x k 

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 típicamente en el intervalo de 2 a 3.  

De acuerdo con el tipo de método de validación se evaluó precisión (repetibilidad 

y reproducibilidad) y Exactitud.  

Se determinó la precisión en términos de repetibilidad y reproducibilidad. 

3.5.4. Repetibilidad y Reproducibilidad 

Tabla 3-3 Repetibilidad y Reproducibilidad 

 

Autor: Propio 

Repetibilidad

10 repeticiones promediadas por 
analista a cada muestra.

Cálculo de Sr y CVr%

Reproducibilidad

Se tomó los datos del promedio de las 
repeticiones.

Cálculo de Sri y CVri%
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3.5.5. Exactitud: 

Se evidenció la capacidad del método para dar resultados lo más cercano posible 

a un valor verdadero, en donde se participó Pruebas de Interlaboratorio, en la cual 

participó el Área de Bromatología de Alimentos del Laboratorio de Referencia. 

 

Para este tipo de análisis no se necesita obtener una curva de calibración, pero es 

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

para el correcto desarrollo del método el cual se está validando. 
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CAPÍTULO 4 

4. Resultados 

El análisis de la data obtenida se basó en el estudio, interpretación y tabulación 

de los resultados obtenidos mediante la ejecución de análisis de laboratorio, en 

conjunto con métodos estadísticos, los cuales proporcionaron datos exactos y 

reales, los cuales fueron sustentados con una extensa revisión bibliográfica. 

 

4.1. Reporte de resultados 

En el presente trabajo experimental para la validación de la metodología, los 

resultados fueron obtenidos por 2 analistas, debido a los parámetros de validación 

necesarios, como precisión (reproducibilidad y repetibilidad). 

Asimismo, los dos analistas responsables de la ejecución de los análisis tuvieron 

las mismas muestras de matrices y puntos, los cuales fueron identificados con los 

mismos números de lote, fecha de fabricación, fecha de expiración y del mismo 

fabricante. 

Para la determinación de la Acidez titulable en las muestras a determinar el ácido 

láctico presente, se debe ejecutar la siguiente ecuación para la determinación del 

porcentaje del factor problema: 

A= 0,090
𝑉𝑥𝑁

𝑚1−𝑚
𝑥100 

En donde: 

A = acidez titulable de la leche, en porcentaje en masa de ácido láctico. 

V = volumen de la solución de hidróxido de sodio empleado en la titulación, en 

cm3. 

N = normalidad de la solución de hidróxido de sodio.  

m = masa del matraz Erlenmeyer vacío, en g.  

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

 

4.1.1. Estandarización de la Hidróxido de Sodio 0.1N. 

Para la obtención del porcentaje de ácido láctico 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 Hidróxido de Sodio para la totalidad de análisis que se efectuaran en 

todas las muestras. 

Para realizar el reactivo de Hidróxido de Sodio 0.1N aproximadamente se debe 

tener en cuenta que el peso molecular del Hidróxido de sodio es de 39.997 g/mol, 

por lo cual se aplica la siguiente ecuación: 

 

x=
40g NaOH

x
x

1000 mL

3000 mL
x

1 N

0.1 N
 = 12 g NaOH para 3000 mL de H2O Tipo 1. 

 

Por lo descrito anteriormente, se debe pesar 12 g de Hidróxido de Sodio en 

balanza analítica para los 3 L que se requiere para los análisis respectivos, al no 

ser el hidróxido sódico un patrón primario, esta disolución solo será 

aproximadamente 0.1 N, por lo que es necesario estandarizarla para conocer 

exactamente su concentración. La estandarización se debe realizar con el patrón 

primario de ftalato ácido de potasio, en la cual se emplea la fenolftaleína para la 

titulación; el viraje de color ocurre cuando el NaOH en su totalidad ha 

reaccionado, formado el ftalato de sodio y potasio. 

 

Figura 4-1 Reacción Química del Ácido Láctico frente al Hidróxido de Sodio. 

 

Autor: [34] 

 

Lo siguiente es pesar 0,25 g de Ftalato ácido de Potasio, previamente secado por 

2 horas a 110°C, y enfriado en desecador. Una vez pesado y anotado el peso del 

patrón primario se emplea la siguiente fórmula para determinar la normalidad 

exacta de la solución de NaOH.  

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑡𝑎𝑙𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑘

𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑥 0,20242 (𝐶𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝐸𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛)
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Se realiza por triplicado la titulación 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 Hidróxido de Sodio Estandarizado 

PESO FTALATO ÁCIDO DE K (0,2553g) 

PESO PESO CONSUMO NORMALIDAD 

PESO 1 0,2551 12,7 0,099232359318 

PESO 2 0,2552 12,8 0,098495702006 

PESO 3 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 

MUESTRA 
VOLUMEN 

(mL) 
MASA DEL MATRAZ 
CON MUESTRA (g) 

MASA DE 
MATRAZ (g) 

PESO 
MUESTRA (g) 

FORMULA 

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. 

MUESTRA 
VOLUMEN 

(mL) 
MASA DEL MATRAZ 
CON MUESTRA (g) 

MASA DE 
MATRAZ (g) 

PESO 
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 

MUESTRA 9 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. 

MUESTRA 
VOLUMEN 

(mL) 
MASA DEL MATRAZ 
CON MUESTRA (g) 

MASA DE 
MATRAZ (g) 

PESO 
MUESTRA (g) 

FORMULA 

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. 

MUESTRA 
VOLUMEN 

(mL) 
MASA DEL MATRAZ 
CON MUESTRA (g) 

MASA DE 
MATRAZ (g) 

PESO 
MUESTRA (g) 

FORMULA 

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. 

MUESTRA 
VOLUMEN 

(mL) 
MASA DEL MATRAZ 
CON MUESTRA (g) 

MASA DE 
MATRAZ (g) 

PESO 
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. 

MUESTRA 
VOLUMEN 

(mL) 
MASA DEL MATRAZ 
CON MUESTRA (g) 

MASA DE 
MATRAZ (g) 

PESO 
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 9 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. Análisis de repetibilidad y reproducibilidad en leche entera. 

La razón por la cual se realiza el análisis de repetibilidad es para determinar si los 

analistas involucrados en un proceso experimental en laboratorio pueden obtener 

resultados semejantes estadísticamente en una misma muestra en diferentes 

réplicas. 

El motivo por el cual se realiza el análisis de reproducibilidad es con el fin de 

determinar si los 2 analistas pueden obtener resultados similares 

estadísticamente al momento de realizar los análisis en una misma muestra, pero 

en diferentes replicas. 

La data de Límite 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 Límite 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 número 

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 análisis de varianza con 

un valor F de 4,1384248 siendo inferior al valor crítico 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 medición de ácido láctico en el experimento realizado por los 
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analistas no varían significativamente entre sí, lo que se puede deducir que no 

existe efecto en la repetibilidad del proceso. Para confirmar la aseveración 

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 1 y 2 

no varían significativamente entre sí, pudiéndose deducir que no existe efecto en 

la reproducibilidad del proceso. Para confirmar esta aseveración se relaciona este 

análisis estadístico 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 %) 

 
ANL 1 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 

S2L 
0,0000 

CVR 
3,08 

SR 
0,0043 

 

Autor: Propio 

 

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

Análisis de varianza de un factor 
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Autor: Propio 

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

Nivel Promedio Sr CVr % 
Límite de 

repetibilida
d 

SR 
CVR 

% 

Límite de 
reproducibilida

d 

Incertidumbr
e estándar 

relativa 

Leche 
Entera 

0,139 0,004 2,685 0,010 
0,00

4 
3,07

7 
0,012 0,031 

Autor: Propio 

 

4.1.6. Análisis 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 análisis de varianza con un valor F de 1,2082192 

siendo inferior al valor crítico 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 medición 

de ácido láctico en el experimento realizado por los analistas no varían 

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

repetibilidad del proceso. Para confirmar la aseveración propuesta anteriormente 

se la relaciona con el valor del Lr el cual es 0.004.  

 

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 

 
  ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de 
las 

variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
los 

cuadrados 
F Probabilidad 

Valor crítico 
para F 

Entre 
grupos 

5,78E-05 1 5,78E-05 4,1384248 0,056925839 4,413873 

Dentro de 
los grupos 

0,0002514 18 
1,3967E-

05 

 

Total 0,0003092 19 
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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 varían 

significativamente entre sí, pudiéndose deducir que no existe efecto en la 

reproducibilidad del proceso. Para confirmar esta aseveración se relaciona este 

análisis estadístico con el valor LR (0,004). 

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

 
ACIDEZ EN LECHE 

 
Matriz 

Leche 
Semidescremada 

"MT. 2" 

 
(m/v %) 

 
ANL 1 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 

S2L 0,0000 CVR 1,02 

SR 0,0014  

Autor: Propio 

 

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

Análisis de varianza de un factor 

 RESUMEN 



37 

Autor: Propio 

 

Tabla 4-13 Incertidumbre de Repetibilidad y Reproducibilidad en Leche 

Semidescremada. 

Nivel Promedio Sr CVr % 
Límite de 

repetibilida
d 

SR 
CVR 

% 

Límite de 
reproducibilida

d 

Incertidumbr
e estándar 

relativa 

Leche 
Semi- 
descre
mada 

0,141 0,001 1,010 0,004 
0,00

1 
1,02

0 
0,004 0,010 

Autor: Propio 

 

4.1.7. Análisis 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 análisis de varianza con un valor F de 2,6470588 

siendo inferior al valor crítico 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 medición 

de ácido láctico en el experimento realizado por los analistas no varían 

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 

Columna 1 10 1,407 0,1407 
1,56667E-

06 

Columna 2 10 1,414 0,1414 
2,48889E-

06 

 
  ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de 
las 

variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
los 

cuadrados 
F Probabilidad 

Valor crítico 
para F 

Entre 
grupos 

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

Dentro de 
los grupos 

3,65E-05 18 
2,02778E-

06 

 

Total 
3,895E-

05 
19 
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significativamente entre sí, lo que se puede deducir que no existe efecto en la 

repetibilidad del proceso. Para confirmar la aseveración 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 varían 

significativamente entre sí, pudiéndose deducir que no existe efecto en la 

reproducibilidad del proceso. Para confirmar esta aseveración se relaciona este 

análisis estadístico con el valor LR (0,004). 

 

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

 ACIDEZ EN LECHE 

 
Matriz 

Leche Descremada 
"MT. 3" 

 
(m/v %) 

 
ANL 1 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 

S2L 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 

 
Autor: Propio 

 

Tabla 4-16 Incertidumbre de Repetibilidad y Reproducibilidad en Leche 

Descremada. 

Nivel Promedio Sr CVr % 
Límite de 

repetibilida
d 

SR 
CVR 
% 

Límite de 
reproducibilida

d 

Incertidumbr
e estándar 

relativa 

Leche 
Descre
mada 

0,142 0,001 0,971 0,004 
0,00

1 
1,04

8 
0,004 0,010 

Autor: Propio 

 

4.1.8. Incertidumbre de equipo e instrumento de medición. 

En el presente trabajo de validación se utilizó la balanza analítica como equipo 

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

de medición para la titular hasta que ocurra la neutralización de la solución; por 

Análisis de varianza de un factor 

 

RESUMEN 

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 

Columna 1 
10 1,41 0,141 1,77778E-

06 

Columna 2 10 1,42 0,142 0,000002 

 
  ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de 
las 

variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
los 

cuadrados 
F Probabilidad 

Valor crítico 
para F 

Entre 
grupos 

5E-06 1 5E-06 2,6470588 0,121119793 4,413873 

Dentro de 
los grupos 

3,4E-05 18 1,88889E-

06 

 

Total 3,9E-05 19 
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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. 

 Incertidumbre de Balanzas utilizadas: 

 

Inc. Expandida 0,000082 

 

  

Resolución 
 

 
 

 
 

u u2 

Inc. de resolución a 0,001 
 

0,000577 0,0000003333 

 

  

 
0,000579 

       

      

 

  
 

  

Incertidumbre estándar relativa  
  

2,89403E-05 

        

 

 

Inc. Expandida 8,20649E-05 

 

  

Resolución 
 

 
 

 
 

u u2 

BA-273  
  

Certificado  
  

Inc. 
Expandida 

Ucal 0,00008 
 

u u2 

Factor de 
cobertura 

k 2  0,000041 0,000000002 

 
Peso (g) 20 

BA-05  
  

Certificado  
  

Inc. 
Expandida 

Ucal 0,00008 
 

u u2 

Factor de 
cobertura 

k 
2 

 0,000041 0,000000002 

 
Peso (g) 20 

𝜇𝑟𝑒𝑠 =
𝑎

√3
 

𝜇𝑐𝑎𝑙 =
𝑈𝑐𝑎𝑙

𝑘𝑐𝑎𝑙
 

𝜇𝑏𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎 = √𝜇𝑐𝑎𝑙
2 +𝜇𝑟𝑒𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

2  

𝜇𝑟𝑒𝑠 =
𝑎

√3
 

𝜇𝑐𝑎𝑙 =
𝑈𝑐𝑎𝑙

𝑘𝑐𝑎𝑙
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Inc. de resolución a 0,001 
 

0,000577 0,0000003333 

 

  

 
2,89403E-05 

       

      

 
  
 

  

Incertidumbre estándar relativa 5,78806E-05 

 

 Incertidumbre de Buretas utilizadas: 

 

Bureta 25 ml 

      
FACTORES DE 
INFLUENCIA 

FACTOR VALORES FORMULA ui ui
2 

1.Exactitud del 
instrumento 

(ml) 

Error 
máximo 

permitido 
0,03 

 

0,0173 0,000300 

2.Temperatura 

α 0,00001  
 
 

0,0007 
 

0,000001 
 

ΔT 5 

Vi 25 

3.Precision μ 0,0043 
 
 0,0043 0,000018 

 
Incertidumbre estándar 0,0178583 

Bureta 50 ml 

      
FACTORES DE 
INFLUENCIA 

FACTOR VALORES FORMULA ui ui
2 

1.Exactitud del 
instrumento 

(ml) 

Error 
máximo 

permitido 
0,05 

 

0,0289 0,000833 

2.Temperatura 

α 0,00001  
 
 

0,0014 0,000002 ΔT 5 

Vi 50 

3.Precision μ 0,0089 
 
 

0,0089 0,000079 

 

Incertidumbre estándar 0,0302352 

Incertidumbre estándar 
relativa 

0,0006047 

𝜇𝑏𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎 = √𝜇𝑐𝑎𝑙
2 +𝜇𝑟𝑒𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

2  

𝑒𝑚𝑝

√3
 

μ = 
ѕ

√𝒏
 

𝛼 ∆𝑇 𝑉𝑖

√3
 

𝐸𝑀𝑃

√3
 

μ = 
ѕ

√𝒏
 

𝛼 ∆𝑇 𝑉𝑖

√3
 



42 

Incertidumbre estándar 
relativa 

0,0007143 

 

U buretas  

 
 

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

 

4.1.9. Exactitud.  

El análisis de exactitud se realizó empleando una prueba interlaboratorio con 

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

encuentran en los cuadernos de análisis de la prueba interlaboratorio. 

En los Anexos D se pueden observar los resultados obtenidos dentro de la 

participación con toda la información más detallada, sin embargo, en la Tabla 4-17 

se especifica la información más 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 recuperación del 

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

 

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

Interlaboratorio. 

 
ACIDEZ EN LECHE 

 
Muestra Prueba Interlaboratorio 315 

 
Valor asignado: 0,17% 

     
ANL. 1 Recuperación 

 
ANL. 2 Recuperación 

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 análisis de incertidumbre los valores más relevantes para el estudio 

son la incertidumbre combinada. Durante el análisis se identificaron algunas 

fuentes de incertidumbre analizadas en anteriores apartados, asociadas a la 

medición, peso de muestra, pruebas de interlaboratorio y posteriormente fueron 

cuantificadas cada una de las incertidumbres identificadas, utilizando los datos 

obtenidos en los análisis de laboratorio para la validación de la metodología de 

Acidez Titulable (Incertidumbre Tipo A) y los valores de certificados de calibración 

de la balanza y de la bureta que se encuentra disponible en los Anexos XXX y 

XXXX. 

 

Posteriormente se expresó todas las incertidumbres encontradas como 

incertidumbres estándar, para lo cual se utilizó un factor de cobertura igual a k=2, 

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

 

A partir de esta información se combinó los componentes de incertidumbre 

individuales, obteniendo las Tablas 4-18, 4-19 y 4-20 donde se observa la 

incertidumbre total combinada , luego se realizó el cálculo de la incertidumbre 

expandida, el cual proporciona el intervalo de confianza en donde se encontró el 

valor verdadero de determinación de grasa, esto se logró multiplicando la 

incertidumbre combinada por el factor de cobertura k=2 asumiendo una 

distribución 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 

continuación: 

μ COMBINADA
 =  

 

La fórmula descrita engloba las incertidumbres de los análisis 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: 
 

 Leche Entera 
 

Tabla 4-18 Incertidumbre combinada Matriz Leche Entera 
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Autor: Propio 

Figura 4-2 Factores de Incertidumbre Combinada Leche Entera 

 
 

Autor: Propio 

 

 Leche Semidescremada 

 
Tabla 4-19 Incertidumbre combinada Matriz Leche Semidescremada 

0,000

0,010

0,020

0,030

0,040

uR uBalanza uBureta uExactitud

0,030774

0,000058 0,001319

0,015601

Factores de Influencia

Factores de la incertidumbre combinada
Leche Entera

Leche Entera  0,139 

Factores de 
Influencia 

ui ui
2 

 

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 
 

Leche 
Semidescremada 

 0,141 

Factores de 
Influencia 

ui ui
2 
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Autor: Propio 

 

Figura 4-3 Factores de la 

incertidumbre combinada 

 

Autor: Propio 

 

 Leche Descremada 

 
Tabla 4-20 Incertidumbre combinada Matriz Leche Descremada 

 
 

 

 

 

 

 

0,000

0,005

0,010

0,015

0,020

uR uBalanza uBureta uExactitud

0,010200

0,000058
0,001319

0,015601

Factores de Influencia

Factores de la incertidumbre combinada
Leche Semidescremada

uR 0,010200 0,00010405 

uBalanza 0,000058 0,00000000 

uBureta 
0,001319 1,73986E-

06 

uExactitud 0,015601 0,00024341 

 

Total 0,00035 

u 0,01869 

X(u) 0,00264 

U 0,00527 K=2 

% 3,74 
 

Leche Descremada  0,142 

Factores de 
Influencia 

ui ui
2 

 

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 

 
Autor: Propio 

 

4.1.11. Robustez 

La robustez es uno de los parámetros que se exigen durante el desarrollo del 

protocolo de validación e indica la susceptibilidad del método analítico a 

variaciones menores razonables y brinda una indicación de su confiabilidad en el 

desarrollo de la experimentación. 

 

Las condiciones normales según las Normativas vigentes que rigen en la Industria 

alimentaria para la acidez titulable en la leche son en los siguientes parámetros 

descritos en la subsecuente tabla: 

Tabla 4-21 Condiciones y parámetros para el análisis de Acidez Titulable. 

MASA DE 
MUESTRA 

CANTIDAD AGUA FENOLFTALEÍNA TEMPERATURA 

20 g 
40 g  

(40 mL debido a la densidad del 
H2O=1kg/m³) 

5 gotas 20°C 

0,000

0,005

0,010

0,015

0,020

uR uBalanza uBureta uExactitud

0,010482

0,000058
0,001319

0,015601

Factores de Influencia

Factores de la incertidumbre combinada
Leche Descremada
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Autor: Propio 

 

 

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

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

adiciona la fenolftaleína y por último la temperatura la cual debe estar la muestra, 

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

variabilidad de la validación de la acidez en leche los cuales están sombreados 

para su mejor identificación. 

 

Tabla 4-22 Variabilidad de procedimiento para Robustez. 

IDENTIFICACIÓN 
MASA DE 
MUESTRA 

CANTIDAD 
AGUA 

FENOLFTALEÍNA TEMPERATURA 

MUESTRA R1 20 g 40 ml 5 gotas 20°C 

MUESTRA R2 15 g 40 ml 5 gotas 20°C 

MUESTRA R3 25 g 40 ml 5 gotas 20°C 

MUESTRA R4 20 g 50 ml 5 gotas 20°C 

MUESTRA R5 20 g 30 ml 5 gotas 20°C 

MUESTRA R6 20 g 40 ml 5 gotas 20°C 

MUESTRA R7 20 g 40 ml 2 gotas 20°C 

MUESTRA R8 20 g 40 ml 10 gotas 20°C 

MUESTRA R9 20 g 40 ml 5 gotas 15°C 

MUESTRA R10 20 g 40 ml 5 gotas 25°C 

Autor: Propio 

 

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

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

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

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

por los Procedimientos Legales de Regulación, las cuales serán representados en 

gráficos a continuación. 

 

Tabla 4-23 Resultados con modificaciones para verificar robustez. 

NORMALIDAD DE NAOH 0,098 FACTOR 0,090 
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MUESTRA VOLUMEN 
MASA DEL 

MATRAZ CON 
MUESTRA 

MASA DE 
MATRAZ 

PESO 
MUESTRA 

FORMULA 

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 ácido láctico con respecto al aumento o disminución de la cantidad 

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

mayor masa de muestra, mayor concentración de ácido láctico. 

 

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

 

Autor: Propio 

 

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

láctico con respecto al aumento o disminución de la cantidad de agua a la 
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C
O

N
C

EN
TR

A
C
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N
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muestra, en la que presenta una curva decreciente, indicando que, a mayor 

cantidad de agua, menor concentración de ácido láctico. 

 

 

 

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

Autor: Propio 

 

En la imagen 4-7, nos representa la inestabilidad que presenta el resultado del 

porcentaje del ácido láctico con respecto al aumento o disminución de la cantidad 

de indicador de fenolftaleína, se demuestra una curva levemente decreciente, 

demostrando que existe una ligera variación al momento de analizar la acidez 

titulable en muestras lácteas. 

 

Figura 4-7 Fenolftaleína vs Concentración de Acidez. 
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Autor: Propio 

 

En la imagen 4-8, nos representa los cambios que exhibe el resultado del 

porcentaje del ácido láctico con respecto al aumento o disminución de 

temperatura en la muestra a analizar, se demuestra una curva ascendente y 

posterior decreciente, demostrando que existe una variación significativa al 

momento de analizar la acidez en muestras de leche.  

 

Figura 4-8 Temperatura vs Concentración de Acidez. 

 

Autor: Propio 
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CAPÍTULO 5 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. Conclusiones 

En el presente estudio se permitió la ejecución de una validación un método 

analítico para laboratorio a fin de la determinación de acidez en muestras de 

leches, mediante la técnica de titulación, en el que ocurre una reacción ácido-

base, hasta neutralización con los ácidos presentes y disueltos en la muestra 

problema, en el que se evidencia la reacción mediante un cambio o viraje de color 

característico. 

 

Después de realizar y efectuar estadísticamente los resultados de análisis 

obtenidos, nos permiten arribar las subsecuentes conclusiones: 

 

Se realizó el diseño de la esquema de validación en función a los niveles de 

muestras que ingresan periódicamente en los últimos años para los respectivos 

análisis de muestras de productos lácteos, en la que se incluye el parámetro de 

acidez titulable, el cual es un requisito para la comercialización y dispensación a 

nivel de territorio nacional, donde se demostró que las muestras de Leche Larga 

Vida o leches UHT en los tipos Entera, Semidescremada y Descremada, son las 

más estudiadas y analizadas durante los últimos años. Al mismo modo se 

consideró los parámetros establecidos en la Norma INEN/NTE 701:2009 para las 

Leches Larga Vida. 

 

Para ello se estimó la repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, incertidumbre 

combinada y expandida, con un factor de cobertura de k=2, cumpliendo con el 

diseño de validación analizándose las 3 matrices de leches UHT por 5 días con 

dos analistas diferentes. 

 

En el caso de Robustez, presento interferencias sustanciales debido al limitado 

rango de porcentaje permitido de ácido láctico en muestras de leche, al momento 

de intercambiar la metodología, por lo que se vio afectado los resultados finales al 

momento de procesar las muestras. 
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Para finalizar, la metodología propuesta demostró repetibilidad, reproducibilidad y 

exactitud inferiores a los propuestos en el diseño de la metodología. 
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5.2. Recomendaciones 

Al momento de realizar los análisis correspondientes, se sugiere considerar las 

leches que presentan saborizantes y/o fortificadas para verificar el parámetro de 

acidez titulable. 

Se recomienda investigar las reacciones químicas del ácido láctico frente a los 

parámetros de robustez propuesto, a fin de determinar su comportamiento a 

diferentes condiciones expuestas. 
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CAPÍTULO 7 

7. Apéndices y anexos 

ANEXO A. Certificado de Análisis del Hidróxido de Sodio 

 

 



61 

 

ANEXO B. Certificado de Análisis del Ftalato Acido de Potasio 
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ANEXO C. EVIDENCIA DE ANÁLISIS EN LABORATORIO  
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ANEXO D Prueba de Interlaboratorio de Acidez Titulable. 
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