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NORMA VENEZOLANA COVENIN
LECHE Y SUS DERIYADDS 573 79
DETERMINACION DE LA AC—

TIVIDAD FOSFATASICA.
METODO DE REFERENCIA

1 ALCANCE

Esta norma contempla el método de referencia para la determinacidn
de la actividad fosfatdsica de la leche y sus derivados. E1 método
se utiliza para controlar si gl proceso de pasteurizacidn ha sido

efectivo.

2 MNORMAS COVENIN A CONSULTAR

COVEMIN 93BE-Y8 Leche y sus derivados. Métodos para 1la toma ds

muestra de leche y productos ldcteos.

3 DEFINICIONES ¥ TERMINOLOGIA

3:1 FOSFATASA ALCALINA. Es un= enzima gue =se encuentra en la leche
cruda asociada = los microsomas presentes en los gldbulsas grasos,

tiene un pH dptimo de actividad de 2,75 v se desiruye progresivamen
te con el calor, razdn por la cual su determinacidn sirve para con-

trolar la eficiencia de la pasteurizacidn.

3.2 ACTIVIDAD FOSFATASICA. Es la cantidad de fosfatasa alcalina
activa presente en la leche y sus derivados, expresada por el ndme-
ro de microgramos de fenol liberado ( en las condiciones descritas
an el presente método) por 1 ml de producto liguido, o si se frata
de un producto deshidrztado por 1 ml del producto liquido Tecons-
titufde ..

4 PRINCIPIO DEL ENSAYO

El método se basa en la capacidad de 1a enzima fosfatasa, de hidro
lizar los ésteres fenil-fosforicos gque se adicionzn a2l sustrato de
la muestra, liberando fenol, gue se puede detectar con reactivos

pspeciales como 13 dibrome-quinona-cloroimida o el reactivo de Fo-
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lin-Ciocalteau,con las cuales se forma un complejo de indofenol azuld
La cantidad de fenol liberado es proporcional a la concentracidn de
fosfatasa slcalina presente, v la wvaloracidn cuantitativa del mismo
s& puede hacer por comparacicén visual o fotométrica con el color ob-
tenido en testigos de fenol de concentracidn conocida tratados en

idénticas condiciones.

NOTA: Todo el meterial y reactivos @ usarse en el ensayo deben estar

libre de fencol.

5 EQUIFPO DE ENSAYO

5.1 APARATOS,

5.1.1 BHalanza asnalitica con precisidn de 0,1 mg.

.1.2 Balanza semisnalitica con precisidn de 0,1 o.

5.1.3 Bafio_de maria termoregulable o estufa de incubagidn termoregu-

lada a 40 +« T4C.

5.1.4 Potencidmetro (medidor de pH).

5.1.5 Centrifuga.

5.1.6 Gradilla para tubos de ensayo.

5.1.7 Matraces aforados de 1000, 500, 250,100 y 50 ml.,

5.7.8 Pipetes graduadas de 25,10,5 v 1 ml.

5.1.9 Pipetas volumétricas de 10, 3, 2 v 1 ml.

5.7.10 Agitador de wvidria.

5.1.11 Tapones libre de fTenol.

5.1.12 Tubos de engsavo de 12 = 144 mm v 18 » 150 mm.

5.1.13 Frasco gotero de color dmbar para el rteactivo C.O.C.

5.7.14 Fuente de luz fluorescente .

5.1.15 Licuedara.




5.2 REACTIVOS

5.2.7 Solucidp amortiguadora

5.2.1.1 Composicidn

Sesguicarbonato de sodio dihidratado

. i 0 21igis ««ns.100 g.
{NaHtﬂ3 NEEEDS 2H2 ) para anilisis
Agua destilada cantidad suficiente para.....1000 ml.

5.2 1 2 Preparacidan.

Se pesan exactamente 100 g de sesguicarbonato de sodic dihidratade vy

se disuelven en agua destilada hasta completar el volumen an un matrasg

aforado de 1000 ml.

NOTA:Esta solucidn también puede prepararse a partir de 46,89 g de
Carbonato de sodio p.a {NaEEDS}’ y 37,17 0 de bicarbanato de sodio
p.a {NaHEﬂE},se disuelven en agua destilada y se lleva a volumen &n

un matrsz aforado de 1000 ml.

5. 2.2 Solucidn amortiguadora de control

5.2.2.1 Caomposicidn.
Salucidn amortiguadora (5.2.1) ssesssesas23 Ml.
figus destilada}cantidad suficiente para 500 ml.
5.2.2.2. Preparacidn.
5e miden exactamente con una pipeta 25 ml de la solucidn amertiguado—
ra v s llevan a volumen con agus destilada sn un matraz aforado de

500 ml,

NOTA: Para la determinacidn de la fosfatasa alcalina en quesos, cre-

mas ¥ suero de mantequilla la solucidn amortiguadors de control debe
prepararsa doblemente concentrada, parta lo cual se mide 25 ml de so-
lucidn amertiguadora (5.2.1) y 58 llevan & un volumen de 250 ml con

agua destilada.

5.2.3 Solucion de sustrato amortiguade

53.2.3.1 Composicidn.




Fenil fosfato disddico {(libre de fenol)
(EEH5 Nazﬂa P.EHZD) para andlisis J......0,5 g.
Solucidn amortiguadora (5.2.1) eeeesess.-25,0 ml.

Agua destilada cantidad suficiente para 500 ml.

5.2.3.2 Preparacidn.
5@ pesan exactamente 0,5 g de fenil fosfato disddico libre de fanol y
sg disuelven en agus destilada, se afiaden 25 ml de solucidn amortigua-

dora{5.2.1), y se diluye hasta volumen con agua destilada en un matraz

aforade de 500 ml.

NOTA:Para la determinacidn de la fosfatasa alcalina en gUesus, cremas
dpidas y sueros de mantequilla la solucidn de sustrato debe preparar-
sg doblemente concentrada, para lo cual se disuelven los 0,5 g de fe-
nil fosfato disddico en agua, se adicicnan los 25 ml de solucidn amor—

tiguadora y se llgva sdlo a 250 ml con agua destilada.

5.2.4 HReactiva C.0.C.

5.2.4.1 Comonsicidn
2,6 dicloro-quinona-cleroimida (EEH2 EleU} para
andlisis.30 mg.

Metanol (EHEDHJ o etanol absoluto {CHS—EHEDHJ para

andlisis,10 ml.

5.2.4.2 Preparacidn,

S5g¢ pesan gxactamente 30 wg de 2,6 dicloro-guinona=-cloroimida y se di=-
suelven en 10 ml de seteanol o alcohol absoluto.

MOTA: La solucidn preparada se debe conservar bajo refrigeracidn y se

debe descartar después de una semana o antes si se oscuUrsce.

5.2.5 Solucidn Catalizadora.

5.2.5.1 Composicidn.

Sulfato de cobre pentahidratado. (CuSO .EH?Dh 200  mg

&
para andlisis.

figua destilada cantidad suficiente para 100 ml




5.2,5.2 Praparacidn.

Se pesan exactamente 200 mg de sulfato de cobre pentahidratado vy se
disuelven en agua destilada, luego se completa 2 volumen en un matraz

aforade de 100 ml.

5.2.68 Alecohol n butilico peutralizada.

5.2.6.17 Composicidn.
Alcohol n butiliea (EHEEHZEH
Hidrdxido de sodio 0O,71H.

EEHEDH} para andlisis.

Solucidn indicedora de azul de bromotimol {EQTHZEEEZDES}'

5.2.6.72 Procedimiento.

Para neutralizar la acidez libre en 8l alcohol se procede de la si -

guiente forma:

5.2:.6.,2.1 5Se afiade cantidad suficiente de hidrdxido de sodioc 0,1 N

al aleohol n-butilico.

5.2:.6.2 2 Para determinar la neutralizacidn, se toms una pequefia can—
tidad de alcohol y se mezclan con igual cantidad de agua neutralizada,
se agita se dejs reposar hasta gue se separs la capa acuosa y Se agre-
gan unas gotas de la solucidn indicadora de azul de Bromotimol. Un co-
lor verde o ligeramente azul indica la neutralidad. También se puede

determinar la neutralidad potenciométricamente (5.1.3).

MOTA: E1 alcohol n=butilico neutralizado también se puede preparar
agreganda 13 ml de solucidn amortiguadora (5.2.1) diluids (2,6 ml de
solucidn amortiguadora (5.2.1) + 10,4 ml de agua destilada) por cada

litro de =zlcohol n-butiliquSE agita y se conserva bajo refrigerscian.

5.2.7 Aleohol n butilicn al 7,5%.

5.2.7.1 Composicidn.

Aleohol n~butilieo neutralizado (5.2.6)...7,5 ml

Agus destilada 100.0 ml
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5.2.7.2 Preparacion.

Sg miden exactamente 7,5 ml de alcohol n-butilico neutralizado, se
transfieren a un matraz aforado de 100 ml v sg lleva a voluman con

agua destilada.

5.2.8 Fenol anhidro {EﬁHEDH} para andlisis,

5.2.9 Scglucidn de dcido eclorhidrico (HC1) 0,18,

5,2.70 Cloruro de Cobalto hexahidratado {Enﬂlz. ﬁHZD} para anali-

5lS.

5.2.71 Solucidén de dcido clorhidrico (HC1) sl 1%

5.2.12 Cloruro Férrico hexahidratado {FEElS' EHEUJ para andlisis.

5,2.12 BAgua destilada

& MATERIAL A ENSAYAR

6.1 El1 material a ensayar consiate en una muestra repressentativa

de lecha u ptros derivados ldcteos como crema, derivedos aschocola-

tados, helados, quesas, suero de mantequilla, suero de queso, ete.

T CONDICTIONES DE ENSAYOD

7.7 La prueba de Fosfatasa se debe realizar bajo condiciones es-
trictamente controladas para sgvitar errores en los resultados, es-—

tas condieiones incluyen:

7.1.1 Tuoma de musstras, verdaderamente representativas del produc-

to (10 ml del products homogéneo).

7.1.2 Adecuada conservacidn de las muestras bajo refrigeracidn,
gin llegar a laz congelacidn o mediante un preservativo apropiado

(1-3% de cloroformo).

7.1.3 La realizacion de la prueba, debe hacerse en una atmdsfera

libre de sustancias fendlicas.
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7.1.4 El material de vidrio gue se utilipe debe sstar limpio, li-

bre de residuos de detergentes y de sustancias fendlicas.

T7.1.5 Deben usarse tapones libres de fenol.

7.1.6 Todos los reactivos que se utilicen deben estar sn buen asta-
do, guimicamente puros y en condiciones gue garanticen la ausencisa

de contaminacidn con sustanciazs fendlicas.

7.1.7 Para aquellos productos gue tengan incorporasdos trozos de
frutas secas, nuesces, U otros aditivos de ese tipo es recomsndable,

gliminar en lo posible estas sustancias antes del andlisis.

8 PROCEDIMIENTO

8.1 PREPARACION DE LA&S SOLUCIONES PATROM DE FEMNOL

B.1.1 Sa& pesa 1,000 g de fenol anhidro (5.2.7) vy se transfiere a
un matraz aforado de 1000 ml,se lleva hasta la sefial de aforo con
agua destilada y sg mazcla; 1 ml de &sta soluecidn contisne 1 mg

de fenaol,

B.1.2 Se miden con upa pipeta volumédtrica, 10 ml de la solucidn an-—
terior (B.1.1) y se transfieren a un matraz aforado de 1000 ml, se
lleva a volumen con agua destilada; 1 ml de esta solucidn contiene

104 0 de fenol. Esta solucidn se rotuls coma "FENOL IM.

8.1.3 Se miden con wna pipeta volumdtrica 10 ml de la solucidn
"FENOL I™ (B.1.2) v se transfisre a un matraz aforado de 50 ml, se
llegwva a wvolumen con aoua destilada; 1 ml de ests solucidn contiane

2 A g de fenol. Esta solucidn se rotula como "FENOL II™.

B.1.4 A partir de las soluciones de FENOL I (8.1.2) y FENOL IT,
(8.1.3), =& propara la series de soluciones patrdn en tubos de an-
sayo, diluyendo las solucianes de fenol en agua destilada segdn se

indiea en la Tabla siguisnte (TABLA I).
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TRELA I

PREPARACION DE LAS SOLUCTIONMES PATRON DE FENOL

Coneentracidn En,ﬁngml ml de scluciones ml ds
| (0 unidadas Scharer) da fenol (I) o (I1) agua

0,0 o,0 (11) 5,00

1,0 o,50 {(II) 4,50

2,0 1,00 (1I) 4,00

‘5,0 2,50 (11) 2,50

10,0 5,00 (I1) 0,00

15,0 1,80 {zI1) 3,50

20,0 2,00 (1) 3,00

28,0 7,50 (1) 2,50

B,1.5 A cada uno de los tubos gque contienen las soluciones patrén

de fenol, se le adiciona 0,5 ml de solucidn amartiguadeora {5.2.1)
y =2 mezcla.
B,1.8 Inmadiatamente se afiaden © gotas del reactivo EDE,{E.?.&} mas

2 gotas de la solucidn catalizadora (5.2.5).

8.17.7 Se incuban todos los tubos a 409C en Bafio Maria (5.1.2) du-

rante 5 minutos.

8.1.8 Se sacan los tubos del Bafio Maria, v se enfrian con agua

corriente.

2.17.9 A cada uno de los tubos se afiaden 3 ml de aleohol n butilico
neutralizado (5.2.6), se tapan con tapones libres de fanol y s8 agi-

" = s [
tan suavemente por inversidn, cuatro wveces en semicirculo. No debe
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agitarse fuertemente para evitar la formacidn de una emulsidn. Se
dejan los tubos en reposo hasta gue el extracto butandlico de indo-
fenol se saepare., La separacidn de la fzse s puede acelerar por

centrifugacidn.

B.1.10 Una wez separado el extracto butandlico, se transfiere cada

extracto con una pipeta sobre tubos de ensayo debidamente rotulados,

B.1.71 58 procede a realizar una nueva extraccidn con 3 ml de al-
cohol n butilico neutralizado de la misma forma especificada en
B.1.9 y se afiade sl ssgundo extracto al primero (en el tubo corres—

pondiente de acuerdo a B.1.10).

B.17.72 88 oolocen los diversocs tuboas con los gxtractos butandlicos
sobre una gradilla para tubos de ensayo, en orden de concentracidn

de fenol {JngSml}, para hacer posteriormente la comparacidn visual,

B.1.13 Estas soluciones patrdn de fenol obtenidas segin el procedi-
mignto descrito, no son estables y por ello deben prepararsa diaria-|
mente. 58 han desarrollasdo patrones de color estables mezeclando so-
luciones de cloruro de cobalto, sulfate cdprico, claruro férrico
u pitras sales. En la tablas 11 se presentan los volumenes de las
tres soluciongs coloreadas gue deben mezclarse para la praparacidn

de soluciones patrdn estables en medic dcido.

TABLA TI
PREPARACION DE SOLUCIOMES PATROMN DE COLOR ESTABLES

FENOL 4 g/ml ml de soluciones de coler
azul (a) Rojn (b} Amarillo (c)
1,0 0,2 0,35 0,50
2,0 0,5 0,60 0,55
3.5 0,7 0,50 a,5s0
5,0 1,0 0,75 0,50
7,5 1,5 0,75 0,50
10,0 2,0 1,00 0,25
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a) Solucidn azul:

S5& pesan 300 g de sulfato de cobre pentahidratado (5.2.5.1), se
transfieren a un matraz aforado de 1000 ml, =g disuelve vy s=

llevs a volumen con solucidn de £cido clorhidrico al 1% {5.2.1ﬁ

b} Solucidn Roja:

S5e pe=an 59,589 g de cloruro de cobalto hexashidratado se trana-
fieren a un matraz aforado de 1000 ml, se disuelus y s8 lleva

a volumen con solucidn de dcido clorhidrico al 1% (5.2.11)

¢) Solucidn amarilla:

Se& pesan 45,05 g de cloruro férrico hexahidratado se disuelve
y se lleva a volumen con solucidn.de dcido clarhidrico al &

{5.2,11) en un matraz aforado de 1000 ml.

d.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

B.2.1 Leches Fluidas . 5e homogeneiza bisn la leche antes de tomar

1a muestra para el andlisis.

B.2.2 Leche en polvo v otros derivados ldetgas an polvo o cencen—

trados (leche evaporada, leche achocolatada etc).

5e¢ reconstituye el producto con agua, a lz concentracidn ariginal
de sdlidos de la leche y 5& homooeneiza bien antes de tomar la mues-—
tra parz gl andlisis (La reconstitucidn debe hacerse segdn las ina-

trucciones dadas por sl fabricante).

8.2.3 [Quesos. S5e pesan 5 g de muestra,se trituran en un mortero o
licuadora v se transfieren a twbos de ensayo de 18 x 150 mm, sa le
afiaden 2 ml de solucién de alcohol n butiliceo neutralizado al 7,5%
{(5,2.7), se mezcla bian con un agitador de vidrio y se afiaden 18 ml
mis de solucidn de alcohol n butilico neutralizado al 7,5% (5.72.7)«
Se mezcla bien con el agitador de widrio, se dejs en Teposc durantas
30 minutos, y del schrenadante se toma una slicuota de 0,5 ml para

gl andlisis,
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B.2.4 Mantegquilla., Se funde la manteguilla a una temperatura de

402C, se mezcla bien y se toman 0,5 ml de muestra con una pipseta,

para el =znalisis.

i a - a
8.2.5 Cremas, cremas acidas y sueros, las musstras para andlisis

de sstos productos se preparan homogensizandolas en una licuadora.

B.3 PREPARACION DE LOS CONTROLES PARA EL ANALISIS DE TODAS LAS
MUESTRAS.

Los pontroles se wutilizan en el andliesis de determinacidn de la fos—
fatasa alcalinz,para verificar el deterioro o contaminacidn de los
reactivos o ambos; pers detectzr la presencia de sustancias sabori-
zantes que contengan compusstos fendlicos)para estimar la variacion
de color del indofenal azul gue resulta de la interferencia de ma-
teriales coloreados y de las grasas,particularmente cuando hay ex-
traceidn directa con aleohaol butflico y para verificar la posible
presencia de fosfatssa microbiana. Los controles gue se amplean en

gl andlizis saon laos siguigntes:

8.%.17 Control negativo: Para cads tipo de producto gue se este

gnsayando debe realizarse paralelamsente un control negative. E1

control negativo se prepars de la siguiente forma:

8.3.1.1 Se colocan aproximadamente 5 ml a 5 g del producto en

un tubo de ensayo, se coloca en 8l misme un termdmetro, se calisnta
g 902C durante 1 minute, agitando constantemente para asegurar la
inactivacidn completa de la fosfatasa, luego se enfria rédpidamenta.
Despuéds de la preparacidén de la muestra se procede & realizar el

andlisis para fosfatasa,

8,3.17.2 Cualguier color gque aparezca en el control negativo indica
cantaminacidn de los reactivos, tubos o cuslguier otro utensilio
empleado para el andlisis o bien la interferencia de materias colo-
readas {o ambas causas).

£l control negativo no debe desarrollsr el color azul.
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B.3.2 Control positivo. ELl control positive se utilizs para con-

trolar el funcionamiento apropiado de los reactivos. Un solo caon-
trol positivo es suficiente para cada serie de muestras ensayadas,

y =g prepara de la siguiente manera;

B.3.2.7 5e mide 0,1 ml de leche fresca {cruda) y so mezcla con

700 ml de leche previamente calentada a 902C durante 1 minuto se-

guido de un rédpido enfriamiento.

8.3.2.2 S8 realizs el andlisis para fosfatasa y el resultado ob-

tenido debe ser positivo.

8.3.3 Control de sustancias interferentes. La vainilla y otros

compuestos con estructuras fendlicas pueden estar presentes en pro-
ductos como leche achocolatada, cremas {presurizadas o hatidas) W
helados, razdn por la cual puedsn obtenerse resultados falsos (posi-
tivos) al analizar estes productaos.

Por otra parte la leche esterilizsds y otros productos procesados
pueden contener sustancias gue debido a las altas Lempersturas y =
los cortos tiempos del proceso, pueden reaccionar con la fosfatass
y por lo tanto aportar resultzdos fzlsos.

Cuando los resultados de los andlisis son positivos al ensayar las
muestras mencionadas, los andlisis deben ser repetidos, utilizando
la misma cantidad de muestra pero sustituyendo la solucidn de sus~
trato amortiguador (5.2.3) por solucidn amortiguadora de control
(5.2.2) libre de fenil fosfato disddice.

En la ausencia dal fanil fosfato disddien, cualguier coler azul gue
aparezca &n al control se debe & las sustancias interferentes v no
a rgsiduos de fosfatzasa alcalina, 5in embargo, =1 &l fegnol liberado
Bn 8l andlisis utilizamdo seoluecidn sustrato amortiguador es mayor
al fenol equivalente obtenideo en el andlisis de cantrol da las suss
tancias interferentes, puede considerarse que el proceso de pasteu-
rizacidn no ha sido efectivo o gue hay contaminacidn con lechs cru-—

da u otros productos sin pasteurizar.




/13

8.3.4 Fosfatasa microbiana. La posibilidad de produccidn de fosfa-

tasa por microorganismos en la lechse y otros productos lécteos,prin-
cipalments Bn cremas, ha sido demostrada. lLa fosfatasa microbians
gs considerada mé&s resistante al calor que la fosfatasa alcalina de
la leche y sus productos. La diferenciacidn entre ambas es posible

a travéds de la siguisnte técnica:

B.3.4.1 Si gl andlisis de la muestra da resultados positivos, se
repasteuriza cuidadosamente 5 ml 0 5 o del producto a 62,82C duran-
te 30 min. En 8l perfiodo de calentamiente se agita la muestrs fre-
cusntemente y se mantiene un termdémetro sumergido en slla.
Finalmente se snfria y se hacen las pruebas de fosfatasa para 1la
muestra repasteurizade, la muestre original v el control negativo

{muestra bien pasteurizads).

d4.3.,4.2 5i en la muestra repasteurizada no se observa una reduc=-
cidn significante en la cantidad del fenol obtenido, puedes conside-
rarse que 8l resultado original se debe s la fosfatass microbiana
y por lo taﬁtu gl andlisis para fosfatass slcalina debe reportarsae

como negativa.

d.,4 DETERMINACION

8.4.1 Se coloecan en una gradilla tubos de ensayo rotulados de la

siguients manera:

8.4.1.1 Muestra problema (por duplicada).

B.4.7.2 Cantrol paositivo (para todas las muestras).
8.4.1.3 Control negativo (para todas las muasstras]).
8.4.1.4 O0Otros controles:

a) Para leche achocolatada, quesos, helados y otras productos ldc-—
teos con sustanclas ssborizantes, debe hacerse paralelamente
con los controles B.4.1.2 y 8.4.1.3 un control de suatancias in-
terferentes (8.3.3) por cada muestra analizada que dé resulta—

dos positivos.




/ 14
b} Para cremas, mantequillas y guesos, deba hacerse paralglamente
con los controles 8.4.1.2 y 8,4.7.3 un cantrol para fosfatasa
microbiana (B.3.4) por cada musstra analizada que de resultados

positivos.

B.4.2 Para las andlisis de leche, cremas, helados, manteguilla,
leches achocolatadas y cualguier obtro producto ldcteo concentrado
previaments reconstituido, se afiaden a cada tubo debidamente rotu-
lado 5,0 ml de solucidn de sustrato amortiguador (5.2.3), y 0,5 ml
de la muesira correspondiente a cada tubo, es decir muesfira proble-
ma v controles (8.3).

Para los andlisis de quesos, cremas Acidas y sueros de manteguilla,
sg afiaden a cada tubo debidamente rotulado 5,0 ml de solucidn sus-—
trato amortiguadeo doblemente concentrada (5.2.3-b) v 0,5 ml de la
muestra correspondients a cada tubo, es decir muestra problema v

cantroles [5;3}.

B.4.3 5e tapan todos los tubos con tapones libres de fenol (5.1.9)

y sm mezclan sus contenidos por inversidn.

8,4.4 Sg incuban los tubos en unma sstufa o bafio maria (5.1.2) a

40°C + 12C durante 15 minutos.

8.4.5 Se retiran los tubos de la estufa {o bafio maria) y se afiade
2 cada uno de sllos 6 gotas del reactive COC {5.2.4) y dos aotas-

de la solucidn catalizadora {5.2.5].

8.4.5 Be tapan y se mezclan los tubos por inversidén y se incuban
nusyamente durante 5 minutos en una estufa (o bafio maria) a 400C

+ 12cC,

A.4.7 GSg retiran las tubaos de la estufas (o bafio mariaj}sa enfrian

con agua corriente, y se afade a cade uno 3 ml de butanol neuwtrali-

zado frio (5.2.6).
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8.,4.8 Se tapan de nuevo los tubos v s extrae sl indofenol por

v - - . -
inversidn suave de los mismos (4 veces en semiciTcouln).

B.4.9 Se =separan los extractos butandlicos de la fase acugss por
centrifugacidn sequida de decantacidn y se transfieren mediante pi-
petas a tubos de ensayo debidamente rotuladas (muestra y controlas

correspondientes ).

8.4,10 Se repite la extraccidn nuevamente con 3 ml de butanol neu-

tralizade (5.2.6) vy se combina sl segundo gxtrascto con el inieciasl
(8.4,9),

B.4,117 Un color azul en el extracto butandlieco de la musstra indi-
ca la presancia de fosfatass alcaline y por consiguisnte gue 8l pro-
ducto no ha sido pastsurizade, o se ha contaminado con productos

crudos despuds del proceso de pasteurizacidn,

9 EXPRESION DE LOS RESULTADOS

9.1 El contenido de fosfatasa alcalina en la muestra, se determinaz
por comparacitn con los testigos de fenol, haciends la comparacidn

cantra una luz uniforme (5.71.12).
9.2 Los resultados se expresan en unidades Scharer.
1 unidad Scharer = lfg de fenol/ml.

9.3 Debe tomarse en cuenta gue solo se emplean 0,5 ml de muestra
por lo cuwal el resultado obtenido en lsz comparacion debe multipli-

carse por dos,

9.4 Un valor de 1 6 mds unidades Scharer indica una musstra mal

pasteurizad= o contaminada con leche u otros productos crudos.
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A.2 NOTAS ADICIONALES

f.2.17 La solucidn amortiguadora de control puede prepararse disolviendo
una tableta de BUF-FAX en 50 wml de agua destiladaj; para guesocs, crCemas
y sueros de mantequilla se disuelwe una tablets de BUF=-FAX sn 25 ml de

agua destilada.

A.2.2 La solueidn de sustrato amortiguado (5.2.3) también puede preparar-
se disolviendo una tablets de PHOS-PHAX en 50 ml de agua destilsda; para
gquesos,cremas dcidas y sueros de manteguills se disuelve una tableta de

PHOS=PHAX en 25 ml de agus dastilada.

A.2.3 E1 rpactivo C.Q.C (5.27.4) opcionalmente puede prepararse disolvien-
do una tableta de INDOPHAX en 5 ml de maetanoli cuando =e usen estas table-—-
tas para preparar el reactivo, se debe omitir el uso del catalizador
(5.2.5) ya gue las mismas contienen ademds del C.0B.C la sal de cobre, asi
en 8.1.6 y B.4.5 se afiadirian solo 6 gotas del reactivo C.0.C preparadn a

partir de las tabletas de INDOPHAX, sin adicidn de solucidn catalizadora.
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