SEGUNDA SECCI ON
SECRETARI A DE SALUD

NORVA COficial Mexicana NOW 184-SSAl1-2002, Productos y servicios. Leche,
formula |actea y producto | acteo conbi nado. Especificaci ones sanitarias.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-184-SSA1-2002, PRODUCTOS Y SERVICIOS. LECHE, FORMULA LACTEA
Y PRODUCTO LACTEO COMBINADO. ESPECIFICACIONES SANITARIAS.

ERNESTO ENRIQUEZ RUBIO, Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de

Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la
Administracion Publica Federal; 40. de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 3o. fracciones
XXII y XXV,
13 apartado A) fracciones | y Il, 194 fraccion I, 197, 199, 201, 210, 214 y demas aplicables de la Ley
General de Salud; 38 fraccion 1l, 40 fracciones |, II, V, XI, XIl, 41, 43 y 47 fraccion IV, de la Ley Federal
sobre Metrologia y Normalizaciéon; 28 y 34 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion;
40., 80., 14, 15, 25, quinto transitorio y demas aplicables del Reglamento de Control Sanitario de
Productos y Servicios; 2, literal C fraccion Il, 34 y 36 fraccion V, del Reglamento Interior de la Secretaria
de Salud, y 2 fracciones Il y Ill, 7 fraccién XVI, y 11 fracciones | y Il del Decreto por el que se crea la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, me permito ordenar la publicaciéon en el
Diario Oficial de la Federacién de la siguiente Norma Oficial Mexicana NOM-184-SSA1-2002, Productos
y servicios. Leche, férmula lactea y producto lacteo combinado. Especificaciones sanitarias.

CONSI DERANDO

Que con fecha 11 de marzo de 1999, en cumplimiento de lo previsto en el articulo 46 fraccion | de
la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién, la Direccion General de Control Sanitario de Bienes
y Servicios, ahora Direccion General de Control Sanitario de Productos y Servicios, presenté al Comité
Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario, el anteproyecto de la presente
Norma Oficial Mexicana.

Que con fecha 16 de junio de 2000, en cumplimiento del Acuerdo del Comité y lo previsto en el
articulo 47 fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, se publicé en el Diario Oficial
de la Federacion el proyecto de la Norma Oficial Mexicana, a efecto de que dentro de los siguientes
sesenta dias naturales posteriores a dicha publicacion, los interesados presentaran sus comentarios al
Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario.

Que con fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federacién las respuestas a los
comentarios recibidos por el mencionado Comité, en términos del articulo 47 fraccion Il de la Ley Federal
sobre Metrologia y Normalizacion.

Que en atencioén a las anteriores consideraciones, contando con la aprobacién del Comité Consultivo
Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, se expide la siguiente:

NORVA CFI CI AL MEXI CANA NOM 184- SSA1- 2002, PRODUCTCS Y SERVI CI OS. LECHE,
FORMULA LACTEA Y PRODUCTO LACTEO COMBI NADO. ESPECI FI CACI ONES SANI TARI AS
PREFACI O
En la elaboracion de la presente Norma participaron los siguientes organismos e instituciones:
SECRETARIA DE SALUD
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
Direccion General de Control Sanitario de Productos y Servicios
Laboratorio Nacional de Salud Publica
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA, DESARROLLO RURAL, PESCA Y ALIMENTACION (SAGARPA)
Direccion General de Ganaderia
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Quimica

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas

CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE TRANSFORMACION
ASOCIACION DE GANADEROS PRODUCTORES DE LECHE PURA, S.A.
GRUPO INDUSTRIAL LALA

COMPANIA NACIONAL DE SUBSISTENCIAS POPULARES

LICONSA, S.A.DE C.V.

NEOLAC, S.A. DE C.V.

PARMALAT DE MEXICO, S.A. DE C.V.

PASTEURIZADORA AGUASCALIENTES, S.A. DE C.V.

TETRA PAK, S.A. DE C.V.

EVAPORADORA MEXICANA, S.A. DE C.V.

CONSEJO NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE PASTEURIZACION LACTEA

CAMARA NACIONAL DE INDUSTRIALES DE LA LECHE

I NDI CE
1. Objetivo y campo de aplicacion
2. Referencias
3.  Definiciones
4.  Simbolos y abreviaturas
5. Clasificacion
6. Especificaciones sanitarias
7. Especificaciones nutrimentales
8. Muestreo
9. Métodos de prueba
10. Etiquetado
11. Envase y embalaje
12. Concordancia con normas internacionales y mexicanas
13. Bibliografia
14. Observancia de la norma
15. Vigencia

Apéndice normativo
Apéndice informativo
1. Objetivo y campo de aplicacién

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece las especificaciones sanitarias que debe cumplir la leche,
férmula lactea y producto lacteo combinado.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las
personas fisicas o0 morales que se dedican a su proceso o importacion.

2. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:
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NOM-112-SSA1-1994
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NOM-114-SSA1-1994

NOM-115-SSA1-1994

NOM-116-SSA1-1994

NOM-117-SSA1-1994

NOM-120-SSA1-1994

NOM-127-SSA1-1994

NOM-130-SSA1-1995
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NOM-143-SSA1-1995

NOM-145-SSA1-1995

3. Definiciones

Bienes y servicios. lIrradiacion de alimentos. Dosis permitidas en
alimentos, materias primas y aditivos alimentarios.

Bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohdlicas con
modificaciones en su composicion. Especificaciones nutrimentales.

Bienes y servicios. Contaminacién por Radionuclidos en Alimentos de
consumo masivo importados. Limites maximos permisibles.

Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en
placa.

Bienes y servicios. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos
para su analisis microbiolégico.

Bienes y servicios. Determinacion de bacterias coliformes. Técnica del
numero mas probable.

Bienes y servicios. Método para la cuenta de microorganismos
coliformes totales en placa.

Bienes y servicios. Método para la determinacion de Salmonella en
alimentos.

Bienes y servicios. Método de prueba para la determinacién de
Staphylococcus aureus.

Bienes y servicios. Determinacion de la humedad en alimentos por
tratamiento térmico. Método por arena o gasa.

Bienes y servicios. Método de prueba para la determinacién de
cadmio, arsénico, plomo, estafio, cobre, fierro, zinc, y mercurio en
alimentos, agua potable y agua purificada por espectrometria de
absorcion atémica.

Bienes y servicios. Practicas de higiene y sanidad para el proceso de
alimentos, bebidas no alcohdlicas y alcohdlicas.

Salud Ambiental, agua para uso y consumo humano-Limites
permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua
para

su potabilizacion.

Bienes y servicios. Alimentos envasados en recipientes de cierre
hermético y sometidos a tratamiento térmico. Disposiciones y
especificaciones sanitarias.

Bienes y servicios. Alimentos para lactantes y nifios de corta edad.
Disposiciones y especificaciones sanitarias y nutrimentales.

Bienes y servicios. Método de prueba microbioldgico para alimentos.
Determinacion de Listeria monocytogenes.

Bienes y servicios. Productos de la carne. Productos carnicos
troceados y curados. Productos carnicos curados y madurados.
Especificaciones sanitarias.

Para fines de esta Norma se entiende por:

3.1 Aditivos para alimentos, a las sustancias que se adicionan directamente a los alimentos y
bebidas durante su elaboracion para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su
estabilidad o para su conservacion, entre otras funciones.

3.2 Alimentos y bebidas no alcohélicas con modificaciones en su composicién, a los productos
que se les han introducido cambios por adicion, disminucién o eliminacién de uno o mas de sus
nutrimentos, tales como hidratos de carbono, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales y que forman parte
de la dieta habitual.



3.3 Bitacora o registro, al documento controlado que provee evidencia objetiva y auditable de las
actividades ejecutadas o resultados obtenidos durante el proceso del producto y su analisis.

3.4 Buenas précticas de fabricacion, al conjunto de lineamientos y actividades relacionadas entre si,
destinadas a garantizar que los productos tengan y mantengan las especificaciones sanitarias requeridas
para su uso o consumo. En particular en el caso de los aditivos se refiere a la cantidad minima
indispensable para lograr el efecto deseado.

3.5 Consumidor, a la persona fisica o moral que adquiere o disfruta como destinatario final productos
alimenticios y bebidas no alcohdlicas preenvasados. No es consumidor quien adquiera, almacene o utilice
alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados, con objeto de integrarlos en procesos de produccion,
transformacion, comercializacién o prestacion de servicios a terceros.

3.6 Deshidratacion, al tratamiento que consiste en la eliminacién de agua de un producto.

3.7 Embalaje, al material que envuelve, contiene o protege debidamente a los envases primarios,
secundarios, multiples y colectivos que facilite y resiste las operaciones de almacenamiento y transporte,
no destinado para su venta al consumidor en dicha presentacion.

3.8 Envasado aséptico, al proceso que reune las condiciones de esterilidad comercial para evitar la
presencia de microorganismos en el producto durante el envasado.

3.9 Envase colectivo, al recipiente o envoltura en el que se encuentran contenidos dos o mas
variedades diferentes de productos preenvasados, destinados para su venta al consumidor en dicha
presentacion.

3.10 Envase mdultiple, al recipiente o envoltura en el que se encuentran contenidos dos o mas
variedades iguales de productos preenvasados, destinados para su venta al consumidor en dicha
presentacion.

3.11 Envase primario, al recipiente destinado a contener un producto y que entra en contacto con
el mismo.

3.12 Esterilizaciéon comercial, al tratamiento térmico aplicado al producto para la destrucciéon de
todos los microorganismos viables de importancia en la salud publica y aquellos capaces de reproducirse
en el alimento bajo condiciones normales de almacenamiento y distribucion, sin la condicién de
refrigeracion.

3.13 Etiqueta, al marbete, rétulo, inscripcion, marca, imagen gréafica u otra forma descriptiva que se
haya escrito, impreso, estarcido, marcado, en relieve o en hueco, grabado, adherido, precintado o
anexado al empaque o envase del producto.

3.14 Fecha de caducidad, a la fecha limite en que se considera que un producto preenvasado
almacenado en las condiciones establecidas por el fabricante, mantiene las caracteristicas sanitarias que
debe reunir para su consumo. Después de esta fecha no debe comercializarse ni consumirse.

3.15 Férmula lactea, al producto definido de conformidad con la norma de denominacion correspondiente.

3.16 Higiene, a las medidas necesarias para garantizar la sanidad e inocuidad de los productos en
todas las fases del proceso hasta su consumo final.

3.17 Inocuo, a lo que no hace o causa dafio a la salud.

3.18 Leche, al producto destinado para consumo humano, proveniente de la secrecién natural de las
glandulas mamarias de especies domésticas.

3.19 Limite maximo, a la cantidad establecida de aditivos, microorganismos, parasitos, materia
extrafia, plaguicidas, radionuclidos, biotoxinas, residuos de medicamentos, metales pesados y metaloides
entre otros que no se debe exceder en un alimento, bebida o materia prima.

3.20 Limpieza, a la eliminacién de materiales indeseables (tierra, residuos, suciedad, polvo, entre
otros).

3.21 Lote, a la cantidad de un producto elaborado en un mismo ciclo, integrado por unidades
homogéneas.



3.22 Materia extrafia, a la sustancia, resto o desecho organico o no, que se presenta en el producto
sea por contaminacion o por manejo no higiénico del mismo durante su elaboracién, considerandose
entre otros: excretas, pelos de cualquier especie, huesos e insectos que resultan perjudiciales para la
salud.

3.23 Metal pesado y metaloide, a los elementos quimicos que causan efectos indeseables en el
metabolismo aun en concentraciones bajas. Su toxicidad depende de las dosis en que se ingieran,
asi como de su acumulacion en el organismo.

3.24 Métodos de prueba, al procedimiento técnico utilizado para la determinacién de parametros
o caracteristicas de un producto, proceso o servicio.

3.25 Muestra, al total de unidades de producto provenientes de un lote y que representan las
caracteristicas y condiciones del mismo.

3.26 Pasteurizacion, al tratamiento térmico al que se someten los productos, consistente en una
relacion de temperatura y tiempo que garantice la destruccidon de organismos patégenos y la inactivacion
de algunas enzimas de los alimentos.

3.27 Planta procesadora, al establecimiento dedicado al proceso de pasteurizacion,
ultrapasteurizacion, esterilizacion, deshidratacion, rehidratacion, entre otros procesos de la leche, férmula
lactea y producto lacteo combinado.

3.28 Proceso, al conjunto de actividades relativas a la obtencién, elaboracién, fabricacion,
preparacion, conservacion, mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulacion, transporte, distribucion,
almacenamiento y expendio o suministro al publico de productos.

3.29 Producto a granel, al producto que debe pesarse, medirse o contarse en presencia del
consumidor por no encontrarse preenvasado al momento de su venta.

3.30 Producto lacteo combinado, al producto definido de conformidad con la norma de
denominacion correspondiente.

3.31 Prueba de esterilidad comercial, a la retencién temporal de las muestras representativas de los
productos bajo condiciones de tiempo y temperatura establecidas para verificar la esterilidad comercial
del producto.

3.32 Rehidratacion, al procedimiento mediante el cual se restituye el agua a los productos
deshidratados objeto de esta Norma.

3.33 Refrigeracidn, al método de conservacion fisico que se emplea en los alimentos para inhibir el
crecimiento de la mayoria de los microorganismos, reducir las reacciones bioquimicas y el deterioro
propio de los alimentos.

3.34 Ultrapasteurizacion, al tratamiento térmico, al que se someten los productos, consistente en una
relacion de temperatura y tiempo, que garantice la esterilidad comercial y que sea envasado
asépticamente.

4. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta Norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende por:

AFM; aflatoxina M4

BPF buenas practicas de fabricacion

conc. concentracion

cm centimetro

Cl color index

HPLC cromatografia de liquidos de alta eficacia

°C grados Celsius

°K grados Kelvin

g gramo

Xg gravedad (en centrifugado)
hora

= igual



IDR Ingesta Diaria Recomendada

kcal kilocaloria
kg kilogramo
kJ kilojoules
Ib libra
L litro
+ mas
m masa
+ mas-menos
Max. maximo
mayor o igual que
> mayor que
menor o igual que
< menor que
] micra
Mg microgramo
uL microlitro
um micrometro
mg miligramo
mL mililitro
mm milimetro
mM milimolar
min minutos
M molar
m/v masa a volumen
ng nanogramo
nm nanometro
N normal
No. numero
/ por
% por ciento
pH potencial de hidrogeno
pulg pulgada
rpm revoluciones por minuto
X signo de multiplicacion
uv ultravioleta
UF unidades de fenol
UFC unidades formadoras de colonias
ul unidades internacionales
\% volumen
viv volumen a volumen

Cuando en la presente Norma se mencione:

- Acuerdo, debe entenderse que se trata del Acuerdo por el que se determinan las sustancias
permitidas como aditivos y coadyuvantes, y sus modificaciones.

- CICOPLAFEST, debe entenderse que se trata de la Comision Intersecretarial para el Control del
Proceso y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas.

5. Clasificacion

Los productos objeto de esta Norma por el tratamiento al que han sido sometidos se clasifican en:
5.1 Pasteurizados

5.2 Ultrapasteurizados

5.3 Esterilizados



5.4 Deshidratados
6. Especificaciones sanitarias
Los productos objeto de esta Norma, deben ajustarse a las siguientes especificaciones:

6.1 El proveedor de las materias primas y los establecimientos donde se procesen o comercialicen los
productos objeto de esta Norma, cada uno en el ambito de su responsabilidad deben observar que
las sustancias empleadas para la eliminacién de plagas en cualquier parte del proceso cumplan con las
especificaciones establecidas en el Catalogo Oficial de Plaguicidas vigente del CICOPLAFEST.

6.2 La leche que se emplee como materia prima debe cumplir con lo siguiente:
6.2.1 No presentar materias extrafas, conservadores ni sustancias neutralizantes.
6.2.2 No coagular por ebullicién.

6.2.3 Presentar prueba de alcohol al 68% negativa.

6.2.4 Presentar prueba de inhibidores bacterianos, negativa; detectados por métodos fisicoquimicos
y microbiolégicos, de conformidad con la tabla 2 del presente ordenamiento.

6.3 Los ingredientes que se utilicen en la elaboraciéon de la formula lactea o producto lacteo
combinado, deben cumplir con lo establecido en el Reglamento y las normas correspondientes.

6.4 Los productos objeto de esta Norma y sus ingredientes, que hayan sido sometidos al proceso de
irradiacion deben cumplir con lo establecido en la NOM-033-SSA1-1993, sefialada en el apartado
de referencias.

6.5 La leche deshidratada y los ingredientes importados, que se empleen para la elaboracion
de los productos objeto de esta Norma, deben cumplir con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana
NOM-088-SSA1-1994, citada en el apartado de referencias.

6.6 En su elaboracion, se debe emplear agua potable segun corresponda de conformidad con lo
sefialado en la NOM-127-SSA1-1994, citada en el apartado de referencias.

6.7 Los establecimientos dedicados a la elaboracidon de los productos objeto de esta Norma, deben
cumplir con lo establecido en la NOM-120-SSA1-1994, sefialada en el apartado de referencias.

Para efectos de la limpieza del equipo, se recomienda el uso de sustancias desinfectantes, cuya lista
figura en el apéndice informativo B de este ordenamiento.

6.8 La leche, formula lactea y producto lacteo combinado, deben someterse a pasteurizacion,
ultrapasteurizacion, esterilizacién o deshidratacion, conforme a lo siguiente:

6.8.1 Los productos que se sometan a pasteurizacion deben cumplir con lo siguiente:

6.8.1.1 Pasteurizacion lenta. Los productos se someteran a una temperatura de 63°C, por un periodo
minimo de 30 min u otra relacién de tiempo y temperatura equivalente.

6.8.1.1.1 El equipo debe contar, por lo menos, con un sistema para registro y control de la temperatura
y tiempo del proceso, tina con tapa y sistema de agitacion del producto, termémetro de mercurio
0 su equivalente.

6.8.1.2 Pasteurizacion rapida. Los productos se someteran a una temperatura de 72°C, por un periodo
minimo de 15 segundos, u otra relacion de tiempo y temperatura equivalente.

6.8.1.2.1 El equipo debe ser disefiado, instalado y operado de forma que se alcancen los tiempos
y temperaturas establecidos y debe contar, por lo menos, con lo siguiente:

6.8.1.2.1.1 Sistema de control y registro automatico de la temperatura y tiempo del proceso que no
permita el paso del producto cuando no se haya alcanzado la temperatura minima establecida en el
presente ordenamiento.

6.8.1.2.1.2 Termdmetro de mercurio o su equivalente en buen estado de funcionamiento y calibrado,
colocado al final de la “zona de sostenimiento” del equipo. La temperatura registrada en el sistema de
control y registro del proceso debe ser igual o menor hasta 1,0°C a la temperatura que indique dicho
termoémetro.

6.8.1.2.1.3 El equipo debe instalarse y mantenerse de forma que no se produzca en ningin momento
del proceso, contaminacion de leche pasteurizada con leche cruda o agua de proceso.

6.8.1.2.2 Al término de la pasteurizacion y hasta el momento del envasado el producto no debe
exceder los 6 °C (280 K).

6.8.2 Los productos que se sometan a ultrapasteurizacién deben cumplir con lo siguiente:

6.8.2.1 Someterse a una temperatura de 135°-149°C por 2 a 8 segundos, que sean equivalentes a la
permanencia de tiempo y temperatura que se muestra en la siguiente grafica:



6.8.2.2 El equipo para el sistema de tratamiento térmico debe contar con dispositivos de control y
registro de temperatura de operacion durante el tiempo de produccién, que permita comprobar que los
productos han sido sometidos al tratamiento térmico establecido.

6.8.2.3 El envase debe someterse a un tratamiento de esterilizacion.

6.8.2.3.1 Los agentes esterilizantes deben cumplir con las siguientes caracteristicas:
6.8.2.3.1.1 Tener actividad esporicida.

6.8.2.3.1.2 No debe degradar el material del envase.

6.8.2.3.1.3 Se debe evaporar facilmente de la superficie del envase.

6.8.2.3.1.4 No debe reaccionar con el producto.

6.8.2.3.1.5 En caso de utilizar peroxido de hidrogeno, éste debe cumplir con lo siguiente:
6.8.2.3.1.5.1 Sdlo se permite su empleo para efectos de desinfeccién de los envases.
6.8.2.3.1.5.2 Emplearse en una concentracion de 30 al 50%.

6.8.2.4 El producto debe ser envasado asépticamente en envases que cuenten con barreras para
proteger el producto del oxigeno y la luz, llenarse en ausencia de aire. El cierre de los envases debe ser
hermético y llevar a cabo las pruebas para su control y los registros correspondientes.

6.8.2.5 Los establecimientos deben destinar un area de incubacion para la prueba de esterilidad
comercial para efectos del control interno de una muestra representativa de la produccion, de la cual se
debe tomar una submuestra para someterse a analisis microbioldgicos.

6.8.2.6 Los productos sometidos a relaciones de tiempo y temperatura superiores a las establecidas
en el apartado 6.6.1 y con envasado no aséptico deben cumplir, por lo menos, con las disposiciones y
especificaciones sanitarias establecidas para los productos que se sometan a pasteurizacion.

6.8.3 Los productos esterilizados ademas de cumplir con lo establecido en la NOM-130-SSA1-1995,
sefialada en el apartado de referencias, deben cumplir con lo establecido en el apartado de
especificaciones de este ordenamiento, segun corresponda.

6.8.4 Los productos sometidos a deshidratacion deben cumplir con lo siguiente:

6.8.4.1 Los que se utilicen como materia prima deben ser pasteurizados previamente a la
deshidratacion.

6.8.4.2 Los productos deshidratados objeto de esta Norma, no se podran vender a granel al
consumidor.

6.9 Los productos objeto de esta Norma deshidratados o en polvo y sometidos a rehidratacion deben
ser pasteurizados, ultrapasteurizados o esterilizados, conforme a este ordenamiento.

6.10 Control documental del proceso:

6.10.1 El proceso de los productos objeto de esta Norma debe documentarse en bitacoras o registros,
de manera que garantice los requisitos establecidos (Tabla 1). El disefio de los formatos y la frecuencia
de los registros quedan bajo responsabilidad del fabricante y deben:

6.10.1.1 Contar con respaldos que aseguren la veracidad de la informacion y un procedimiento para la
prevencion de acceso y correcciones no controladas.

6.10.1.2 Conservarse por lo menos un mes mas del periodo establecido de vida de anaquel del
producto y estar a disposicion de la autoridad sanitaria cuando asi lo requiera.

6.10.1.3 Contar con fecha y alguna forma de identificacion del encargado de elaborar los registros.

Tabla 1. Informacién minima de las bitacoras o registros de las diferentes
etapas del proceso y de las buenas practicas de fabricacion

REGISTRO DE: INFORMACION

rastreabilidad.
que requieren refrigeracion o congelacion.

« Nombre de la materia prima.

¢ Lote.

« Parametro sanitario analizado.
« Laboratorio responsable.

Materias primas. - Listado de materia prima, lote u origen que garantice su
- Temperaturas de conservacion de las materias primas

- Resultados de su analisis en el que se incluya como minimo:

- O certificado de calidad sanitaria que avale su inocuidad.

O resultados de andlisis efectuados por el proveedor de
la materia prima.




Producto terminado.

Temperatura de conservacion; conforme al producto

terminado del que se trate, en planta y distribucion.

Andlisis del producto terminado en el que se incluya

como minimo:

* Nombre del producto.

* Lote.

» Parametro sanitario analizado, conforme a lo sefialado
en los apartados 6.14 y 6.15 de esta Norma.

» Laboratorio.

Control o erradicacion de fauna nociva.

Por contratacion:

- Fecha.

- Comprobante de fumigaciéon proporcionado por la
empresa responsable.

- Sustancias usadas.

- Numero de licencia de la empresa que aplica,
expedida por la autoridad correspondiente.

Autoaplicacion:

- Aprobacion del responsable técnico, expedida por la
autoridad correspondiente.

- Sustancias usadas.

- Concentraciones.
Estado de salud del personal del area| - Tipo de analisis.
de produccién. - Resultados.
- Laboratorio.

Lavado de envase retornable.

Procedimiento escrito de lavado y desinfeccion y registro
de su cumplimiento.

Limpieza y desinfeccion del equipo, | - Productos usados.

utensilios e instalaciones del area de| - Concentraciones.

proceso. - Tiempos de contacto.
- Enjuagues.

O procedimiento por escrito que garantice la limpieza,
desinfeccion y registro de su cumplimiento.

Mantenimiento del equipo.

Tipo de mantenimiento (preventivo o correctivo).
Operacion realizada.

Calibracion de los instrumentos de control del tratamiento
térmico a que somete el producto.

Fecha.

Proceso.

Contar con diagramas de bloque del proceso de
elaboracion, que indique los puntos criticos del proceso,
mismo que estara a disposicion de la autoridad sanitaria
cuando asi lo requiera.

Control del tratamiento térmico.

» Registro o graficas de temperaturas.

6.11 Transporte, almacenamiento y venta.

6.11.1 Para el transporte, almacenamiento y venta de los productos sometidos a pasteurizacion, se

debe cumplir con lo siguiente:

6.11.1.1 No se debe colocar hielo o mantas humedas directamente sobre las canastillas o los envases

para su conservacion.

6.11.1.2 Mantener el producto a las siguientes temperaturas de refrigeracion:

6.11.1.2.1 Planta: areas de almacén y transporte a una temperatura maxima de 7°C.

6.11.1.2.2 Distribucién y expendio: En las areas de almacenamiento y punto de venta se debe
mantener el producto a una temperatura maxima de 9°C, de lo cual se deben mantener registros durante
un mes a partir de la fecha de recepcion del producto, que contenga como minimo temperatura diaria
registrada, fecha, hora, nombre y firma del encargado de realizar el registro. El disefio de los formatos
quedan bajo la responsabilidad de los mismos y deben estar a disposicion de la autoridad sanitaria,
cuando asi lo requiera.

6.11.2 Los productos sometidos a ultrapasteurizacion o esterilizacion, durante su almacenamiento,
transporte o distribucion, deben conservarse en un lugar fresco y seco. No es necesario refrigerarlos
mientras el envase del producto permanezca cerrado.

6.12 Se debe llevar un programa de control del estado de salud del personal que participe
directamente en la elaboracién del producto, en el que se incluya de acuerdo a la valoracion médica la



realizacién de analisis clinicos, tales como exudado faringeo, analisis coproparasitoscopicos y reacciones

febriles.

De acuerdo al tratamiento empleado, los productos objeto de este ordenamiento deben cumplir con las

siguientes especificaciones:

6.13 Fisicoquimicas e inhibidores.

Tabla 2
PRODUCTO LIMITE MAXIMO
FISICAS Y QUIMICAS INHIBIDORES
Fisicoquimicos Micro-
biolégicos
Prueba de Sales Pruebas
fosfatasa Materia Humedad Derivados cuaternarias | Oxidantes | Formaldehido | Microbio-
residual extrafia % Clorados de amonio l6gicas
UF/ml
Pasteurizados 4 Ausencia N.A. Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Ultrapasteurizado N.A. Ausencia N.A. Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
s
Esterilizados N.A. Ausencia N.A. Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Deshidratados N.A. Ausencia 4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
N.A. = No aplica
6.14 Contaminantes.
Tabla 3
PRODUCTO LIMITE MAXIMO
METALES PESADOS O METALOIDES AFLATOXINA M1
Arsénico Mercurio Plomo
(As) mg/kg (Hg) mg/kg (Pb) mg/kg g/L
Pasteurizados 0,2 0,05 0,1 0,5
Ultrapasteurizados 0,2 0,05 0,1 0,5
Esterilizados 0,2 0,05 0,1 0,5
Deshidratados 0,2 0,05 0,1 0,5

6.15 Microbioldgicas.

6.15.1 Productos sometidos a pasteurizacion.

Tabla 4

ESPECIFICACION

LIMITE MAXIMO

Organismos coliformes totales en planta

<10 UFC/mL

Organismos coliformes totales en punto de venta

<20 UFC/mL

Salmonella spp.*

Ausente en 25 mL

Staphylococcus aureus *

<10 UFC/mL en siembra directa

Listeria monocytogenes *

Ausente en 25 mL

* Se determinara Unicamente bajo situaciones de emergencia sanitaria, cuando la Secretaria de Salud de acuerdo
al muestreo y los resultados de los analisis microbioldgicos detecte la presencia de dichos microorganismos, asimismo
ordenara la realizaciéon de un plan de trabajo por parte del fabricante o importador para controlar la presencia de los

mismos.

6.15.2 Productos sometidos a ultrapasteurizacion.

Tabla 5




ESPECIFICACIONES LIMITE MAXIMO
Mesofilicos aerobios Negativo
Mesofilicos anaerobios Negativo
Termofilicos aerobios Negativo
Termofilicos anaerobios Negativo

6.15.3 Productos sometidos a deshidratacion.

Tabla 6
ESPECIFICACIONES LIMITE MAXIMO
Coliformes totales <10 UFC/g
Salmonella spp Ausente en 25 g
Escherichia coli 1 <3 NMP/g
Enterotoxina estafilocéccica Negativa

1 Véase apéndice normativo B

6.16 Aditivos.

6.16.1 Unicamente se permiten los siguientes aditivos

a continuacion.

Tabla 7

en los limites y productos que se sefialan

Aditivo

Limite maximo

Observaciones

Acido alginico

BPF

Productos saborizados

Acido ascoérbico u

0,5 g/kg expresado como acido ascérbico

Productos deshidratados

0,5 g/kg expresado como acido ascorbico

Productos con grasa vegetal

Agar BPF Productos saborizados
Alginato de amonio BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
BPF Productos saborizados
Alginato de calcio BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
BPF Productos saborizados
Alginato de potasio BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
BPF Productos saborizados
Alginato de propilenglicol 1400 mg/kg Férmula lactea y producto lacteo combinado
1400 mg/kg Productos saborizados
Alginato de sodio BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
BPF Productos saborizados

Ascorbato de calcio *

0,5 g/kg expresado como acido ascérbico

Productos deshidratados

0,5 g/kg expresado como acido ascérbico

Productos con grasa vegetal

Ascorbato de potasio”

0,5 g/kg expresado como acido ascorbico

Productos deshidratados

0,5 g/kg expresado como acido ascorbico

Productos con grasa vegetal

Ascorbato de sodio *

0,5 g/kg expresado como acido ascérbico

Productos deshidratados

0,5 g/kg expresado como acido ascorbico

Productos con grasa vegetal

Carbonato de amonio

BPF

Productos saborizados

Carbonato de calcio

10 g/kg solo o combinado

Productos deshidratados

Carbonato hidrogenado de amonio BPF Productos saborizados
Carbonato hidrogenado de potasio BPF Productos saborizados
Carbonato hidrogenado de sodio BPF Productos saborizados
Carbonato de magnesio BPF Productos saborizados

*

No debe reportarse como nutrimento




Carbonato de potasio BPF Productos saborizados
Carbonato de sodio BPF Productos saborizados
Carboximetilcelulosa BPF Productos saborizados
BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
BPF Productos modificados en su composicion
Carboximetilcelulosa sodica BPF Productos saborizados
BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
BPF Productos modificados en su composicion

Carragenato de amonio

1,2g/kg solo o combinado

Productos esterilizados

1,2g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2g/kg solo o combinado

Productos saborizados

Carragenato de calcio

1,2g/kg solo o combinado

Productos esterilizados

1,2g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2g/kg solo o combinado

Productos saborizados

Carragenato de potasio

1,2g/kg solo o combinado

Productos esterilizados

1,2g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2g/kg solo o combinado

Productos saborizados

Carragenato de sodio

1,2g/kg solo o combinado

Productos esterilizados

1,2g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2g/kg solo o combinado

Productos saborizados

Carragenina

0,15 g/kg solo o combinado

Productos esterilizados

1,2g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Citrato de calcio

2g/kg, solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

2g/kg solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Citrato de potasio

2 gkg, solo o 3 glkg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

5g/kg, solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra.

Productos deshidratados

2g/kg, solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Citrato de sodio

2 gkg, solo o 3 glkg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

5g/kg, solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

2g/kg, solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Citrato tripotasico

5g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

Citrato trisédico

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

Cloruro de calcio

1,2 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Cloruro de potasio

2g/kg, solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

BPF

Productos deshidratados

Cloruro de sodio

2g/kg, solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados




BPF

Productos deshidratados

Diéxido de silicon amorfo

10 g/kg solo o combinado

Productos deshidratados

Esteres acéticos de los mono y

diglicéridos de los acidos grasos

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2 g/kg solo o combinado

Productos modificados en su composicion

Esteres citricos de los mono y

diglicéridos de los acidos grasos

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2 g/kg solo o combinado

Productos modificados en su composicion

Esteres de acido diacetil tartarico

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2 g/kg solo o combinado

Productos modificados en su composicién

Esteres de glicerol de acidos grasos

y acido lactico

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Esteres de glicerol de acidos grasos

y acido diacetil tartarico

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2 g/kg solo o combinado

Productos modificados en su composicion

Esteres de glicerol de acidos grasos,

tartarico y acético (mezclados)

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2 g/kg solo o combinado

Productos modificados en su composicién

Esteres de sacarosa y acidos grasos BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
Esteres diacetil tartaricos de los BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado
mono y diglicéridos de los acidos

grasos

Esteres tartaricos de los mono y BPF Férmula lactea y producto lacteo combinado

diglicéridos de los acidos grasos

Fosfato dihidrogenado de calcio

2g/kg solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

Fosfato dihidrogenado de potasio

2g/kg solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

0,15 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Leche Ultrapasteurizada

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

BPF

Productos saborizados

0,5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos modificados en su composicién

1,2 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Fosfato dihidrogenado de sodio

2g/kg solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

0,15 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Leche ultrapasteurizada

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

BPF

Productos saborizados

0,5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos modificados en su composicion

1,2 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Fosfato hidrogenado de calcio

2g/kg solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

Fosfato hidrogenado dipotasico

2g/kg solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

0,15 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Leche ultrapasteurizada

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

BPF

Productos saborizados




0,5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos modificados en su composicion

1,2 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Fosfato hidrogenado disédico

2g/kg solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

0,15 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Leche ultrapasteurizada

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

BPF

Productos saborizados

0,5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos modificados en su composicion

1,2 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Fosfato tripotasico

2 g/kg, solo o 3 g/kg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

Fosfato trisédico

2 gkg, solo o 3 glkg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

Gelatina

BPF

Productos saborizados

Goma de algarrobo

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma arabiga

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma damar

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma gellana

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma guar

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma karaya

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma tara

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma tragacanto

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF

Productos saborizados

Goma xantana

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF Productos saborizados
Hidréxido de amonio BPF Productos saborizados
Hidréxido de magnesio BPF Productos saborizados
Hidroxido de potasio BPF Productos saborizados
Hidroxido de sodio BPF Productos saborizados
Hidroxipropil metil celulosa BPF Productos saborizados
Lecitina BPF Productos esterilizados




BPF

Férmula lactea y producto lacteo combinado

BPF Productos saborizados
BPF Productos deshidratados
Monoestearato de sorbitan 0,5 g’kg Productos saborizados
polioxietileno (20)
Palmitato de amonio 0,1 g/kg Productos deshidratados
0,1 g/kg Productos con grasa vegetal
Palmitato de ascorbilo 0,1 g’kg Productos deshidratados
0,1 g/kg Productos con grasa vegetal
Palmitato de calcio 0,1 g/kg Productos deshidratados
0,1 g/kg Productos con grasa vegetal
Palmitato de potasio 0,1 g/kg Productos deshidratados
0,1 g’kg Productos con grasa vegetal
Palmitato de sodio 0,1 g’kg Productos deshidratados
0,1 g/kg Productos con grasa vegetal
Pectato de amonio BPF Productos saborizados
Pectato de calcio BPF Productos saborizados
Pectato de potasio BPF Productos saborizados
Pectato de sodio BPF Productos saborizados

Polifosfato de calcio

2 gkg, solo o 3 glkg combinado, expresado
como sustancia anhidra

Productos esterilizados

5 g/kg solo o combinado, expresado como
sustancia anhidra

Productos deshidratados

Polifosfato de potasio

2 g/kg solo o 3 g/kg combinado

Productos esterilizados

5 g/kg solo o combinado

Productos deshidratados

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

1,2 g/kg solo o combinado

Productos saborizados

0,15 g/kg solo o combinado

Leche ultrapasteurizada

Polifosfato de sodio

1,2 g/kg solo o combinado

Productos saborizados

2 g/kg solo o 3 g/kg combinado

Productos esterilizados

0,15 g/kg solo o combinado

Leche ultrapasteurizada

1,2 g/kg solo o combinado

Férmula lactea y producto lacteo combinado

5 g/kg solo o combinado

Productos deshidratados

Triestearato de sorbitan polioxietilenado

5g/kg

Productos saborizados

Trifosfato pentapotasico

0,12 g/kg solo o combinado expresado como
sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

Trifosfato pentasddico

1,2 g/kg solo o combinado expresado como
sustancia anhidra

Férmula lactea y producto lacteo combinado

6.16.2 En la elaboracién de los productos saborizados o aromatizados objeto de esta Norma,
Unicamente se permite el empleo de los siguientes colorantes:

6.16.2.1 Colorantes.

Tabla 8
ADITIVO LIMITE MAXIMO
(mg/kg)
Amairillo ocaso FCF o amarillo alimentos 3 35
Azafran (Estigmas de Crocus sativus L.) BPF
Azorrubina o rojo alimentos 3 100
Beta-apo-8-carotenal o anaranjado alimentos 6 35
Betacaroteno sintético o anaranjado alimentos 5 35




Caramelo Clase | BPF

Caramelo Clase Il 3200
Caramelo Clase Il 4000
Caramelo Clase IV 4000
Clorofilas BPF
Complejos cupricos de clorofilas 300
Sales de sodio y potasio de complejos cupricos de clorofilinas 300
Eritrosina o rojo alimentos 14 2

Esteres metilico y etilico del acido Beta-apo-8-Carotendico 35

o anaranjado alimentos 7 (éster etilico)

Extracto de annatto (Extracto de semillas de Bixa orellana) 0,05 expresado como bixina
Extracto de cochinilla o rojo natural 4 100

Indigotina o azul alimentos 1 100

Ponceau 4R o rojo alimentos 7 80

Riboflavina 10
Riboflavina-5"-fosfato de sodio 10

Rojo allura AC o rojo alimentos 17 140

Tartrazina 150 solo o combinado
Verde rapido FCF o verde alimentos 3 100 solo o combinado

6.16.3 Para los productos sometidos a un proceso de transformacién parcial de la lactosa de la leche
en glucosa y galactosa, se permiten las siguientes enzimas:

Tabla 9
ADITIVO LIMITE MAXIMO
Lactasa derivada de Aspergillus niger BPF
Lactasa derivada de Aspergillus oryzae BPF
Lactasa derivada de Saccharomyces spp BPF
Lactasa derivada de Kluyveromyces fragilis BPF
Quimosina B derivada de Kluyveromyces lactis BPF

6.16.4 Saboreadores, saborizantes o aromatizantes.

6.16.4.1 En la elaboracion de los productos objeto de esta Norma, se permite el empleo de
saborizantes, incluidos los naturales, de acuerdo a las BPF y de conformidad con lo establecido en el
acuerdo correspondiente.

6.16.5 Edulcorantes no nutritivos.

Los productos objeto de este ordenamiento, saborizados o aromatizados que empleen edulcorantes
no nutritivos deben cumplir con lo establecido en la NOM-086-SSA1-1994 sefialada en el apartado de
referencias.

6.16.6 Conservadores.

En la elaboracion de los productos objeto de esta Norma no se permite el empleo de conservadores; a
excepcion de los saborizados o aromatizados en los que sélo se aceptara la presencia de acido sérbico,
acido benzoico o las sales de sodio o potasio de los acidos anteriores, como efecto de la transferencia de
los ingredientes opcionales.

6.16.7 Para la inclusion de los aditivos o coadyuvantes que no son considerados en el acuerdo y sus
modificaciones, o en la presente Norma Oficial Mexicana, se debe cumplir con el procedimiento
establecido en el ordenamiento correspondiente.

7. Especificaciones nutrimentales

7.1 Todos los productos, objeto de esta Norma, deben contener de 310 a 670 g equivalentes de
retinol/L (1033 a 2333 UI/L), de forma natural o por restauracion.



7.2 Todos los productos objeto de esta Norma deben contener entre 5 a 7,5 g/L de Vitamina D3
(200-300 UI/L).

7.3 Los productos, objeto de esta Norma, adicionados con Vitamina A o D3 no deben contener
cantidades superiores a las establecidas en este ordenamiento.

7.4 Los productos, objeto de esta Norma con modificaciones en su composicién, ademas de cumplir
con lo establecido en este ordenamiento, deben sujetarse a lo establecido en la NOM-086-SSA1-1994,
sefialada en el apartado de referencias.

8. Muestreo

El procedimiento de muestreo para los productos objeto de esta Norma, debe sujetarse a lo que
establece la Ley General de Salud y otras disposiciones que al efecto se emitan.

9. Métodos de prueba

9.1 Para la verificacion oficial de las especificaciones sanitarias que se establecen en esta Norma, se
deben aplicar los métodos de prueba sefialados a continuacion:

9.2 Para la verificacion de las especificaciones de inhibidores en la leche que se emplee como materia
prima, se deben aplicar los métodos establecidos en el apéndice normativo A de este ordenamiento.

9.3 Para la verificacion de las especificaciones fisicoquimicas, se aplicaran los métodos establecidos
en el apéndice normativo A de este ordenamiento.

9.4 Para la verificacion de las especificaciones microbioldgicas, metales pesados y metaloides de
los productos objeto de este ordenamiento sometidos a pasteurizacién o deshidratacion, se deben aplicar
los métodos establecidos en las normas correspondientes sefialadas en el apartado de referencias.

9.5 En el caso de E. coli se aplicara el método establecido en el apéndice normativo B de la
NOM-145-SSA1-1995 sefalada en el apartado de referencias y el apéndice normativo B de este ordenamiento.

9.6 Para la determinacion de Enterotoxina estafilocdccica, en productos sometidos a deshidratacion,
se debe aplicar el método establecido en el numeral 3 del apéndice normativo B de este ordenamiento.

9.7 Para la determinacién microbiolégica de los productos esterilizados, se debe aplicar el método de
prueba establecido en el apéndice normativo B de la NOM-130-SSA1-1995, sefialada en el apartado
de referencias.

9.8 Para la verificacion de aflatoxinas, se debe aplicar el método sefialado en el apéndice normativo A
y considerar el procedimiento de limpieza y descontaminacion del material de vidrio y area de trabajo para
la determinacion de aflatoxinas sefialado en el apéndice informativo A de este ordenamiento.

9.9 Para la verificacion de la restauracion y del contenido de Vitamina A (ug equivalentes de retinol/L)
se aplicara el método establecido en el apéndice normativo A de este ordenamiento.

9.10 Para la verificacién de la adicion de vitamina D3, se debe aplicar el método de prueba establecido
en el apéndice normativo B de este ordenamiento.

10. Etiquetado

10.1 La informacién comercial: marca, denominacién del producto, declaracion del contenido, nombre
y domicilio del fabricante o importador y pais de origen deben cumplir con lo establecido en los
ordenamientos legales aplicables, expedidos por la Secretaria de Economia.

10.2 La informacion sanitaria que debe figurar en la etiqueta de los productos preenvasados objeto de
esta Norma, debe sujetarse a lo siguiente:

10.2.1 Generales.

10.2.1.1 La informacién contenida en las etiquetas debe presentarse y describirse en forma clara,
veraz, ser comprobable y no debe inducir a error al consumidor, con respecto al origen y caracteristicas
del producto.

10.2.1.2 Las etiquetas que ostenten los productos preenvasados deben fijarse de manera tal que
permanezcan disponibles hasta el momento de su uso y consumo en condiciones normales, y deben
aplicarse por cada unidad, envase multiple o colectivo con caracteres claros, visibles, indelebles y en
colores contrastantes, faciles de leer por el consumidor en circunstancias normales de compra y uso.

10.2.1.3 Los productos destinados a ser comercializados en el mercado nacional, deben ostentar una
etiqueta con la informacién a que se refiere esta Norma en idioma espafiol, independientemente de que
también pueda estar en otros idiomas, cuidando de que los caracteres sean al menos iguales en tamafio,
proporcionalidad tipografica y colores idénticos o similares a aquéllos en los que se presente la
informacién en otros idiomas.

10.2.1.4 Cuando en las etiquetas se declaren u ostenten de forma escrita, grafica o descriptiva, que
los productos, su aplicacion, ingredientes o cualquier otra caracteristica estan recomendados,



respaldados

o0 aceptados por centros de investigacion, asociaciones, entre otros, los cuales deberan contar con
reconocimiento nacional o internacional de su experiencia y estar calificados para dar opinién sobre la
informacién declarada. Se debera contar con el sustento técnico respectivo, el que estard a disposicion de
la Secretaria en el momento que lo solicite.

Dichas declaraciones deben sujetarse a lo siguiente: La leyenda debe describir claramente la
caracteristica referida, estar precedida por el simbolo o nombre del organismo y figurar con caracteres
claros y facilmente legibles.

10.2.1.5 Se permite el uso de leyendas educativas que promuevan el consumo de una dieta
recomendable asi como de los beneficios generales que ofrecen los nutrimentos al consumidor, siempre y
cuando no se relacionen directamente con el producto que las incluya ni con la marca comercial del
mismo ni con las declaraciones de propiedades establecidas en el numeral 10.2.2.7.4 de este
ordenamiento.

10.2.2 Especificas.
10.2.2.1 Lista de ingredientes.

10.2.2.1.1 En la etiqueta de los productos debe figurar la lista de ingredientes, la cual puede eximirse
cuando se trate de productos de un solo ingrediente.

10.2.2.1.2 La lista de ingredientes debe ir encabezada o precedida por el término "ingredientes":

10.2.2.1.3 Los ingredientes deben presentarse por orden cuantitativo decreciente (m/m) y el nombre
especifico de los mismos, excepto en las clases de ingredientes sefialados en la siguiente Tabla,
incluyendo los nutrimentos adicionados, en su caso, mismos que deben declararse conforme a los
nombres establecidos en el apéndice normativo B de la NOM-086-SSA1-1994, sefialada en el apartado
de referencias.

Tabla 10

INGREDIENTES NOMBRE GENERICO

Leche en polvo deshidratada Leche

Leche fluida independientemente de su contenido de grasa

Suero de mantequilla Sdlidos de leche
Suero de queso

Suero de leche

Concentrado de proteina de leche
Proteina de suero

Lactosa

Grasas o aceites comestibles Grasas vegetales

Hidrogenadas o parcialmente hidrogenadas

Mezcla de caseinatos Caseinatos

10.2.2.1.4 Cuando se trate de un ingrediente compuesto y éste constituya el 25% o mas, debe ir
acompafiado de una lista entre paréntesis de sus ingredientes constitutivos por orden cuantitativo
decreciente (m/m). Cuando constituya menos de ese porcentaje se debe declarar el ingrediente
compuesto, los aditivos que desempefian una funcién tecnoldgica en la elaboracion del producto y
aquellos ingredientes o aditivos que se asocien a reacciones alérgicas.

10.2.2.1.5 Se debe indicar en la lista de ingredientes el agua afiadida, por orden de predominio,
excepto cuando ésta forme parte de un ingrediente compuesto.

10.2.2.1.6 Cuando se trate de productos, destinados a ser reconstituidos, pueden presentarse sus
ingredientes por orden cuantitativo decreciente (m/m) en el producto reconstituido, siempre que se incluya
una indicacion como la que sigue: “ingredientes del producto cuando se prepara segun las instrucciones
de la etiqueta.”

10.2.2.1.7 Cuando los productos objeto de esta Norma se hayan sometido a un proceso de irradiacion,
deben cumplir con lo establecido en el apartado de etiquetado de la NOM-033-SSA1-1993, sefialada en el
apartado de referencias.

10.2.2.1.8 Los aditivos empleados en la elaboracién de los productos objeto de esta Norma, deben
declararse de conformidad con lo establecido en el acuerdo y sus modificaciones, a excepcion de los
saborizantes y las enzimas, los cuales pueden figurar con la denominacién genérica.



10.2.2.1.9 Coadyuvantes de elaboracion y transferencia de aditivos.

10.2.2.1.9.1 Debe ser incluido en la lista de ingredientes todo aditivo que haya sido empleado en los
ingredientes de los productos objeto de esta Norma y que se transfiera a estos ultimos en cantidad
notable o suficiente para desempefiar en ellos una funcién tecnolégica.

10.2.2.1.9.2 Estan exentos de declararse en la lista de ingredientes, los aditivos transferidos a los
productos objeto de esta Norma que no cumplen una funcién tecnoldgica en el producto terminado, asi
como los coadyuvantes de elaboracién, excepto aquellos que puedan provocar reacciones alérgicas o de
intolerancia.

10.2.2.2 Instrucciones para el uso, conservacion y preparacion.
10.2.2.2.1 Instrucciones de uso:

10.2.2.2.1.1 Para los productos objeto de esta Norma que por disefio del envase requieran
instrucciones de uso o consumo especiales, deben incluir una descripcidon escrita o grafica de las
instrucciones de empleo o preparacion.

10.2.2.2.1.2 Los productos destinados a ser reconstituidos deben incluir una descripcién escrita o
grafica de las instrucciones de uso, empleo o preparacion.

10.2.2.2.2 Deben ostentar las siguientes leyendas de conservacion, segun corresponda:
10.2.2.2.2.1 Productos pasteurizados:

“Manténgase en refrigeracion”, “Consérvese en refrigeracion” o leyendas equivalentes.
10.2.2.2.2.2 Productos ultrapasteurizados y esterilizados deben incluir lo siguiente:

“Manténgase o consérvese en lugar fresco y seco”;

“No requiere refrigeracion en tanto no se abra el envase”;

“Una vez abierto el envase, manténgase o consérvese en refrigeracion”, o leyendas equivalentes.
10.2.2.2.2.3 Productos deshidratados:

“Consérvese en un lugar fresco y seco” o una equivalente.

"Una vez preparado el producto, manténgase o consérvese en refrigeracion” o leyendas equivalentes.
10.2.2.3 Informacion nutrimental.

10.2.2.3.1 Los productos objeto de esta Norma, adicionados con vitamina D o con vitaminas A y D,
segun corresponda, deben hacer figurar su contenido con las siguientes leyendas:

"Contiene g de Vitamina D por L", o
"Contiene g de VitaminaD y g equivalentes de retinol (Vitamina A*)/L".

En el espacio en blanco debe figurar el contenido de dichos nutrimentos, de conformidad con lo
sefialado en los numerales 7.1 y 7.2 o sus equivalentes por 100 g, por porcién o por envase, si éste
contiene sélo
una porcion.

*El término entre paréntesis es opcional.

10.2.2.3.2 Cuando voluntariamente se sefalen dentro de la declaracion nutrimental, deben figurar
como se sefiala a continuacion:

Tabla 11
Nutrimento Cantidad por 100 g o por porcién o por envase
Vitamina A g equivalentes de retinol
Vitamina D g

10.2.2.3.3 La declaracién nutrimental en la etiqueta es solo obligatoria cuando se declare alguna
propiedad nutrimental o cuando se haya realizado una modificaciéon nutrimental voluntariamente.

10.2.2.3.4 Cuando se incluya la declaracién nutrimental, se debe hacer figurar lo siguiente:
a) Contenido energético;
b) Las cantidades de proteinas, hidratos de carbono (carbohidratos) disponibles y lipidos (grasas);

c¢) La cantidad de sodio;



d) La cantidad de cualquier otro nutrimento acerca del cual se haga una declaracion de
propiedades, a excepcion de la Vitamina A y D segun corresponda, las cuales deben figurar, de
conformidad con lo sefialado en el apartado 10.2.2.3.1 0 10.2.2.3.2.

10.2.2.3.5 Los productos objeto de esta Norma, sélo podran ostentar una declaraciéon de propiedad
nutrimental, cuando el contenido del nutrimento sea igual o mayor al 5% del IDR/ por porcion.

10.2.2.3.6 Los productos con modificacién en su composicién deben cumplir ademas con lo sefialado
en la NOM-086-SSA1-1994, citada en el apartado de referencias, a excepcion de los adicionados con
Vitamina A y D los cuales deben cumplir con lo sefialado en este ordenamiento.

10.2.2.3.7 Presentacién de la informacion nutrimental.

10.2.2.3.7.1 La declaracion nutrimental debe hacerse en las unidades métricas que correspondan y en
orden descendente conforme al aporte de nutrimentos del producto. La declaracion debe hacerse por 100

g
0 por porcidén o por envase, si éste contiene sélo una porcion.

10.2.2.3.7.2 La declaracion sobre el contenido energético debe expresarse en kJ, de manera
adicional, podra declararse en kcal.

10.2.2.3.7.3 La declaracion sobre la cantidad de proteinas, hidratos de carbono (carbohidratos) y
lipidos (grasas) que contiene, debe expresarse en gramos.

10.2.2.3.7.4 La declaracion sobre el contenido de sodio debe expresarse en mg.

10.2.2.3.7.5 Cuando la declaracion numérica sobre vitaminas y minerales, se haga en porcentaje de la
ingestion diaria recomendada (IDR), debe emplearse Unicamente la tabla de recomendaciones
ponderadas establecida en el Apéndice Normativo B de la NOM-086-SSA1-1994, o sus modificaciones;
sefialada en el apartado de referencias.

10.2.2.3.7.6 Los valores de composicion bromatolégica que figuren en la declaraciéon, deben ser
valores medios ponderados derivados de andlisis o de tablas nacionales reconocidas, en este ultimo
caso, debe monitorearse periddicamente que exista correlacion entre los datos de la tabla y el producto.

10.2.2.4 Informacion complementaria
10.2.2.4.1 A la nutrimental

Se puede incluir informaciéon nutrimental complementaria, la cual en ningun caso debe sustituir la
declaracion de los nutrimentos del apartado 10.2.2.3.4 y debe cumplir con lo siguiente:

La declaracién de los nutrimentos sélo debe realizarse si se tiene asignado un IDR y el contenido de la
porcion esté por arriba del 5% de la IDR.

a) Todos o ninguno de los componentes o nutrimentos:

Grasa poliinsaturada ___g; grasa monoinsaturada ___g; grasa saturada ___g; colesterol ___mg. (En
el espacio en blanco debe indicarse la cantidad del componente o nutrimento).

b) La declaracién de uno de los siguientes no requiere la declaracién de los otros:

Azlcar ___g; almidéon ___ g; fibra dietética ___g. (En el espacio en blanco debe indicarse la cantidad
del componente o nutrimento).

c) Al expresar los tipos de constituyentes de los lipidos (grasas) y de los hidratos de carbono
(carbohidratos) referidos en a) y b) se debe anteponer el texto "del cual..."

d) Numero de porciones por presentacion.
10.2.2.4.1.1 Calculos de nutrimentos.

Se deben calcular de conformidad con lo establecido en el Apéndice Normativo C de este
ordenamiento.

10.2.2.4.2 A la denominacion.

Los productos objeto de esta Norma, deben ostentar junto a la denominacion, con el mismo tipo y
tamafo de letra la siguiente informacién:

a) La modificacion nutrimental que lo caracterice, de conformidad con lo establecido en la Norma
Oficial Mexicana NOM-086-SSA1-1994, Bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohdlicas
en su composicion. Especificaciones nutrimentales.

b) El texto, “Adicionada con Vitamina D” para los productos adicionados con Vitamina D3, de
conformidad con lo establecido en el numeral 7.2 de este ordenamiento.



10.2.2.4.3 En la superficie principal de exhibicion debe declararse el tratamiento térmico al que fue
sometido, asi como otros tratamientos aplicados para asegurar la inocuidad del producto, establecidos en
otros ordenamientos legales correspondientes.

10.2.2.5 Lote.

10.2.2.5.1 Cada unidad debe llevar grabada o marcada de cualquier modo la identificacion del lote al
que pertenece, la cual debe permitir la rastreabilidad del producto, estar relacionada con la fecha de
elaboracion y colocarse en cualquier parte del envase. Dicho dato no debe ser alterado u ocultarse en
forma alguna.

10.2.2.5.2 Cuando se identifique con la fecha de elaboracién, debe anteponerse la palabra "Lote ".

10.2.2.5.3 Cuando la identificacion corresponda al lote y a la fecha de caducidad, se debe anteponer
la leyenda “Lote y Fecha de caducidad” o “ lote y caducidad” o leyenda equivalente que no confunda
al consumidor.

10.2.2.5.4 En el caso de los productos esterilizados comercialmente deben cumplir con lo establecido
en la NOM-130-SSA1-1995, sefialada en el apartado de referencias.

10.2.2.6 Fecha de caducidad.

10.2.2.6.1 Incluir la leyenda “Fecha de caducidad” o caducidad, o leyenda equivalente.
10.2.2.6.2 Para productos pasteurizados al menos: dia y mes.

10.2.2.6.3 Para productos ultrapasteurizados: dia, mes y afo.

10.2.2.7 No se permite el uso de las siguientes declaraciones:

10.2.2.7.1 Declaraciones que impliquen que una dieta recomendable con alimentos o bebidas no
alcohdlicas ordinarios no puede suministrar cantidades suficientes de todos los nutrimentos.

10.2.2.7.2 Declaraciones, figuras, graficos u otras que comparen o relacionen los productos sin
procesar o sus nutrimentos con un producto procesado preenvasado, incluyendo superlativos.

10.2.2.7.3 Declaraciones de propiedades sin significado.

10.2.2.7.4 Declaraciones de propiedades sobre la utilidad de un producto para prevenir, aliviar, tratar o
curar una enfermedad, trastorno o estado fisioldgico.

10.2.2.7.5 Declaraciones de propiedades que pueden suscitar dudas sobre la inocuidad de los
productos similares o causar, infundir, propiciar o explotar el miedo al consumidor y utilizarlo con fines
comerciales.

10.2.2.7.6 Declaracién de propiedades que indiquen que el producto ha adquirido un valor nutrimental
especial o superior gracias a la adicion de nutrimentos.

10.2.2.8 Envases multiples o colectivos.

10.2.2.8.1 Cuando los productos objeto de este ordenamiento se encuentren en un envase multiple o
colectivo para su venta al consumidor, éste debe contar con la informaciéon a que se refiere la presente
Norma Oficial Mexicana, en tanto que los envases individuales deben ostentar en sus etiquetas la misma
informacioén o sélo la indicacion de lote y la leyenda “No etiquetado para su venta individual”.

10.2.2.8.2 Cuando el envase esté cubierto por una envoltura, debe figurar en ésta y en cualquier cara
del producto visible al consumidor, toda la informaciéon sanitaria establecida en este ordenamiento,
excepto en los casos en que la etiqueta aplicada al envase pueda leerse facilmente a través de la
envoltura exterior.

10.2.2.8.3 En el caso de que los productos objeto de esta Norma contengan o incluyan productos
preenvasados como parte de promociones u obsequios, tales como productos de panificacién, cereales,
chocolate u otros alimentos, deben incluir en el envase del producto de promocién u obsequio, cuando
menos la siguiente informacion: lista de ingredientes, identificacidén del responsable del producto, fecha de
caducidad y lote.

11. Envase y embalaje
11.1 Envase.

Los productos objeto de esta Norma se deben envasar en recipientes de tipo sanitario, elaborados con
materiales inocuos y resistentes a las distintas etapas del proceso, de tal manera que no reaccionen con
el producto o alteren las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales.

11.2 Embalaje.

Se debe usar material resistente que ofrezca la proteccion adecuada a los envases para impedir su
deterioro exterior, a la vez que faciliten su manipulacién, almacenamiento y distribucion.



12. Concordancia con normas internacionales y mexicanas

Esta Norma Oficial Mexicana no es equivalente con ninguna norma internacional pero equivale
parcialmente a las siguientes normas mexicanas:

12.1 Norma Mexicana NMX-F-368-1983, Alimentos-Leche fluida-Fosfatasa residual-Método de
Prueba. Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. Direccion General de Normas.

13. Bibliografia

13.1 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1992. Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacién. México, D.F. Diario Oficial de la Federacién.

13.2 Secretaria de Salud. 1991. Ley General de Salud. México, D.F. Diario Oficial de la Federacion.

13.3 Secretaria de Salud. 1988. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control
Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios. México, D.F. Diario Oficial de la
Federacion.

13.4 Code of Federal Regulations. 1989. Parts 170 to 199. U.S.A.

13.5 FDA Bacteriological Analytical Manual. 1998. 8th Edition (Revision A)/ Cap. 12. Staphylococcus
aureus. Gaitherburg, M.D. U.S.A.

13.6 Food and Drug Administration. 1989. Grade "A" Pasteurized Milk Ordinance. Department of
Health and Human and Services. U.S.A.

13.7 The Food and Drugs Act and Regulations. 1989. Canada.

13.8 Ordennance Sur les exigences hygieniques et microbiologiques relatives aux denrées
alimentaires, objets usuels et biens de consommation. 1985. Suiza.

13.9 Ordennance Sur les substances etrangéres et les composants dans les denrées alimentaires.
1986. Suiza.

13.10 Alfa-Laval. Manual de Industrias Lacteas. 1990. 2a. De., Iragra, S.A., Bardala, Madrid. Espafa.

13.11 Association of Official Analytical Chemists. 1997. International Official Methods of Analysis 16th
De. 3rd. (957.08) 47.3.22.

13.12 Association of Official Analytical Chemists. 1997. International Official Methods of Analysis 16th
De. 3.d Rev. (960.49 A) 16.3.03.A.

13.13 Association of Official Analytical Chemists. 1990. Official Methods of Analysis 15th Edition, secs
982. 17 Fol. Il, AOAC, Arlington, VA.

13.14 Alais Charles. 1988. Ciencia de los alimentos. Principios de Técnica Lechera. Ed. C.E.C.S.A.
México, D.F.

13.15 Bacteriological Analytical Manual. 1998. U.S. Food and Drug Administration 8th Edition, Rev. A.
13.16 FAO, Manual of Food Quality Control. 1986. 14/8, pag. 30.

13.17 Judkins, H.F./Keener H.A. 1979. La leche su produccién y procesos industriales. Ed. C.E.C.S.A.
México, D.F.

13.18 Madrid A. 1992. Los aditivos en los alimentos. Mundiprensa, S.A. Zaragoza, Espaiia.
14. Observancia de la Norma

La vigilancia en el cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.
15. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor a los ciento ochenta dias naturales contados a
partir del dia siguiente de su publicacion en el Diario Oficial de la Federacion.

Las especificaciones establecidas en el apartado de etiquetado, entraran en vigor en planta a los 180
dias naturales contados a partir del dia siguiente de su publicacion en el Diario Oficial de la Federacion.

La presente Norma Oficial Mexicana suple a la siguiente Norma Oficial Mexicana NOM-091-SSA1-
1994, Bienes y servicios. Leche pasteurizada de vaca. Disposiciones y especificaciones sanitarias,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 21 de febrero de 1996.

México, D.F., a 1 de agosto de 2002.- El Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion
de Regulacion y Fomento Sanitario, Ernesto Enriquez Rubio.- Rubrica.
APENDI CE NORMATI VO A
A. METODOS DE PRUEBA



Precauciones generales de seguridad.

El analista debe consultar siempre la informacién respecto a la exposiciéon y manejo seguro de los
reactivos quimicos especificados en estos métodos, para emplear el equipo de seguridad apropiado como
bata de laboratorio, guantes de latex, anteojos de seguridad, mascarilla, etc., y trabajar cuando asi se
requiera bajo campana de extraccion.

Para la aplicacion de los siguientes métodos analiticos se debe cumplir con las Buenas Practicas de
Laboratorio.

1. Recoleccion de la muestra

Utilizar un frasco estéril de vidrio o de plastico provisto de tapén de cierre hermético, libre de fenol. Se
recomienda el empleo de tapones de hule. Transportar la muestra en una hielera con refrigerante para
lograr una temperatura de 10°C o menos; se debe evitar su congelacion.

2. Preparacion de la muestra

Antes de proceder al estudio fisicoquimico de la leche, homogeneizar la muestra por agitaciéon e
inversion repetida del recipiente que la contiene. En los casos que se observe la formaciéon de grumos,
calentar la muestra en bafio de agua a temperatura aproximada de 38°C y emplear un agitador con
gendarme para facilitar el desprendimiento de la crema adherida a la pared del frasco o del tapdn.

Mantener la leche a 20°C al tomar las alicuotas necesarias para los andlisis.
3. Determinacion de inhibidores

3.1. Derivados clorados (prueba cualitativa).

3.1.1. Principio del método.

Cuando la muestra es tratada con acido, se libera el cloro presente, si este cloro se hace reaccionar
con yoduro de potasio y solucion de almidén se desarrolla un color azul cuya intensidad va a depender de
la cantidad de cloro presente.

3.1.2. Equipo.

Bafo de agua a 85°C.

3.1.3. Materiales.

3.1.3.1. Tubos de ensaye de 16 x 150 mm, o equivalente.
3.1.3.2. Pipetas graduadas de 10 mL.

3.1.3.3. Agitadores de vidrio.

3.1.3.4. Embudos de filtracion.

3.1.3.5. Papel filtro.

3.1.3.6. Bafio de hielo.

3.1.4. Reactivos.

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico a menos que se indique otra
especificaciéon y por agua debe entenderse agua destilada.

3.1.4.1. Yoduro de potasio (KI). Solucion al 7%.
3.1.4.2. Acido clorhidrico (HCI) diluido 1:2. A 100 mL de acido clorhidrico agregar 200 mL de agua.

3.1.4.3. Solucién de almidén (CgH;oOs),. Suspender 1g de almidén en un poco de agua fria,
homogeneizar y agregarlo a 100 mL de agua hirviendo, agitar hasta disolucién completa, enfriar antes de
usar. Utilizar solucion recientemente preparada.

3.1.5. Procedimiento.

3.1.5.1. En un tubo de ensaye poner 5 mL de leche y agregarle 1,5 mL de solucién de yoduro de
potasio al 7%, agregar 4 mL de HCI diluido y mezclar perfectamente con una varilla de vidrio.

3.1.5.2. Colocar los tubos en un bafio de agua a 85°C y dejar reposar 10 min. Sacar los tubos,
enfriarlos rapidamente y colocarlos en bafio de hielo. Filtrar, recoger el filtrado en un tubo de ensaye.
Agregar al filtrado 0,5 - 1,0 mL de solucién de almidon.

3.1.6. Interpretacion de resultados.

La apariciéon de un color amarillo que va desde el azul hasta el azul morado (de acuerdo con la
concentracion de cloro presente), indica la presencia de cloro.

3.1.7. Expresion de resultados.



Prueba positiva o negativa

3.2. Sales cuaternarias de amonio (prueba cualitativa).
3.2.1. Principio del método.

Cuando se hace reaccionar el ion cuaternario de amonio en medio alcalino con un indicador
(anaranjado de metilo) se forma un complejo que es extraido con cloroformo, el cual en medio acido da un
color magenta.

3.2.2. Materiales.

3.2.2.1. Matraces Erlenmeyer de 125 mL.

3.2.2.2. Mortero de porcelana de 10 cm de diametro.
3.2.2.3. Embudos de filtracion.

3.2.2.4. Tubos de ensaye.

3.2.2.5. Pipetas graduadas de 10 mL.

3.2.3. Reactivos.

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico a menos que se indique otra
especificacion y por agua debe entenderse agua destilada.

3.2.3.1. Anaranjado de metilo (C14H14N3NaO3S). Solucion acuosa al 0,15%.

3.2.3.2. Solucién acuosa de hidréxido de sodio (NaOH). Disolver 66,5 g de hidroxido de sodio en 100
mL de agua.

3.2.3.3. Cloroformo (CHCl,).
3.2.3.4. Sulfato de sodio anhidro (Na,SO,).
3.2.3.5. Acido clorhidrico (HCI) 2N.

3.2.3.6. Cloruro de benzalconio [cloruro de n-alquil- (C4, a C,g) bencildimetil amonio, con un intervalo
de peso molecular de 351-380 y conteniendo cadenas de los grupos alquilo con 12 y 16 atomos de
carbono],
al 0,06%.

Para prepararlo considerar la concentracion inicial del reporte del fabricante.
3.2.4. Procedimiento.

3.2.4.1. Colocar 25 mL de leche en un matraz Erlenmeyer, agregar 0,5 mL de solucién acuosa de
anaranjado de metilo, 1 mL de solucién acuosa de hidréxido de sodio y 20 mL de cloroformo, agitar 3 min.

3.2.4.2. Pasar la emulsién resultante a un mortero al que previamente se le han agregado 50 g de
sulfato de sodio anhidro, triturar perfectamente, agregar 20 mL de cloroformo Yy filtrar. Al filtrado agregar 5
mL de acido clorhidrico 2 N y agitar.

3.2.4.3. Preparar una solucion control de color, colocando en un matraz Erlenmeyer 25 mL de leche y
0,5 mL de la solucién de cloruro de benzalconio al 0,06%. Proceder igual que en la muestra.

3.2.5. Interpretacion de resultados.

Un color magenta cereza en la capa acuosa es una prueba positiva de cantidades mayores de 1
mg/kg de sales cuaternarias de amonio.

3.2.6. Expresién de resultados.

Prueba positiva o negativa.

3.3. Oxidante (prueba cualitativa).
3.3.1. Principio del método.

Esta basado en la formacién de un compuesto colorido al hacer reaccionar el agente oxidante
(peréxido de hidrogeno) que contenga la muestra con pentdxido de vanadio en presencia de acido
sulfarico.

3.3.2. Materiales.



3.3.2.1. Tubos de ensaye de 15 mL.
3.3.2.2. Pipetas graduadas de 5y 10 mL.
3.3.2.3. Probetas de 100 mL.

3.3.3. Reactivos.

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico a menos que se indique otra
especificacion y por agua debe entenderse agua destilada.

3.3.3.1. Solucién de &cido sulfurico (H,SO,4) 6 + 94 (v/v).

En un vaso de precipitados medir 94 mL de agua y lentamente resbalando por las paredes, adicionar 6
mL de H,SO, concentrado.

3.3.3.2. Solucion de pentoxido de vanadio (V,05).
Disolver 1 g de pentéxido de vanadio en 100 mL de acido sulfurico 6 + 94.
3.3.4. Procedimiento.

En un tubo de ensaye medir 10 mL de leche y agregarle de 0,5 a 1,0 mL del reactivo de pentdxido
de vanadio.

3.3.5. Interpretacion de Resultados.
La aparicién de un color rosa o rojo, indica la presencia de peréxido de hidrogeno (oxidante).

3.3.6. Expresién de resultados.

Prueba positiva o negativa

3.4. Determinacion de formaldehido (prueba cualitativa).
3.4.1. Principio del método.

Se basa en la reacciéon del formaldehido con la sal disddica del acido cromotrdpico formando una
coloracién de lila a purpura.

3.4.2. Equipo.

Equipo de destilacién Kjeldahl.

3.4.3. Materiales.

3.4.3.1. Matraz Kjeldahl de 800 mL.
3.4.3.2. Material comun de laboratorio.
3.4.4. Reactivos.

Todos los reactivos deben ser grado analitico a menos que se indique otra especificacion y por agua
se entiende agua destilada.

3.4.4.1. Acido fosforico (H;PO,).

3.4.4.2. Sal disodica del acido cromotropico ( C;qHgNa,OgS,).
3.4.4.3. Acido sulfurico concentrado (H,SO,).

3.4.4.4. Formaldehido (CH,0) al 37%, densidad = 1,08 g/L.
3.4.4.5. Solucion de &cido sulfurico al 72%.

Verter 150 mL de acido sulfurico en 100 mL de agua y enfriar.
3.4.4.6. Solucion saturada de sal disddica del acido cromotrdpico.

Disolver 500 mg de sal disédica del acido cromotropico en 100 mL de solucién de acido sulfurico al
72%. Enfriar a temperatura ambiente.

3.4.4.7. Solucion de formaldehido de 40 mg/L.
Tomar 1 mL de formaldehido y aforar a 1 L con agua.
3.4.5. Procedimiento.

3.4.5.1. En el matraz de Kjeldahl tomar 100 mL de leche, adicionar 100 mL de agua y acidificar con 2
mL &cido fosférico adicionando 1 mL de exceso. Destilar 50 mL.



3.4.5.2. En un tubo de ensaye poner 1 mL del destilado y 5 mL de solucién saturada de sal disddica
del acido cromotrépico, colocarlo en bafio maria a ebullicion durante 15 minutos. Observar durante este
periodo de calentamiento.

3.4.5.3. Preparar una solucion control de color, colocando en un matraz Kjeldahl, 100 mL de leche y 1
mL de solucién de formaldehido. Proceder como se describié en los numerales 3.4.5.1.y 3.4.5.2.

3.4.6. Interpretacion de resultados.
La aparicién de un color lila hasta purpura indica la presencia de formaldehido.

3.4.7. Expresion de resultados.

Prueba positiva o negativa a formaldehido.

3.5. Inhibidores determinados por pruebas microbioldgicas (residuos de antibiéticos).
3.5.1. Principio del método.

Las substancias inhibidoras del crecimiento bacteriano presentes en la leche, se ponen de manifiesto
por halos de inhibicion medibles, que se forman cuando se impregnan discos de papel filtro con la
muestra y se depositan sobre la superficie de una placa de agar inoculado con esporas de B.
stearothermophilus.

3.5.2. Equipo.

3.5.2.1. Autoclave.

3.5.2.2. Centrifuga (de preferencia refrigerada).

3.5.2.3. Balanza granataria, de dos platillos, sensibilidad 0,1 g y capacidad de 1000 g.
3.5.2.4. Incubadora con termostato que evite variaciones mayores a 1,0°C.

3.5.2.5. Microscopio 6ptico.

3.5.2.6. Nefelometro de McFarland.

3.5.2.7. Equipo para tincién de Gram y esporas.

3.5.3. Materiales.

3.5.3.1. Asa y portaasa bacteriolégicas.

3.5.3.2. Cajas Petri de vidrio de 100 X 20 mm con tapa de porcelana vidriada en la parte exterior o su
equivalente en plastico, colocando un cojinete de papel filtro en la tapa.

3.5.3.3. Discos de papel de 12,7 mm de didmetro gruesos, de velocidad media y con alta retencién
(S&S 740 E o equivalentes en poder de absorcién, calidad y pureza).

3.5.3.4. Matraces Erlenmeyer de 250 mL.

3.5.3.5. Micropipeta con capacidad para medir 90 pL.
3.5.3.6. Pinzas de diseccion con punta fina.

3.5.3.7. Porta objetos y puente de tincion.

3.5.3.8. Tubos de cultivo de 13 X 100 mm.

3.5.3.9. Tubos de centrifuga de 40 mL o méas.
3.5.3.10. Vernier o medidor de halos.

3.5.4. Reactivos.

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analitico a menos que se indique otra
especificacion y por agua debe entenderse agua destilada.

3.5.4.1. Subcultivo de Bacillus stearothermophilus variedad Calidolactis LNA 096/98 o ATCC10149.
3.5.4.2. Agar indicador PM.

Ingredientes Cantidad (g)
Extracto de carne 3,0
Peptona 5,0

Triptona 1,7



Soytona

Dextrosa

Cloruro de sodio
K,HPO,

Polisorbato 80

Parpura de Bromocresol

Agar

Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar hasta disolucion completa del agar.
Ajustar el pH, si es necesario. Esterilizar a 121°C durante 15 min.

pH final 7,8 + 0,2. Distribuir en placas como se indica en 3.5.5.5.

3.5.4.3. Caldo soya tripticasa (CST) sin dextrosa.

Ingredientes
Peptona de caseina
Peptona de soya
Cloruro de sodio

Fosfato dipotasico

Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Ajustar el pH. Distribuir en frascos en
cantidades segun se requiera. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

pH final 7,3 + 0,2.
3.5.4.4. Agar Soya Tripticasa (AST).
Ingredientes
Peptona de caseina
Peptona de soya
Cloruro de sodio
Agar

Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar hasta disolucion completa de agar.
Ajustar el pH, si es necesario. Esterilizar a 121°C durante 15 min. Enfriar a 50-60°C y distribuir a placas

de Petri.
pH final 7,3 + 0,2.

3.5.4.5. Penicilinasa (&- lactamasa). Se pueden adquirir discos impregnados, de marca comercial que

funcionan satisfactoriamente.

3.5.4.6. Penicilina G (sustancia de referencia).
3.5.4.7. Solucion estéril de NaCl al 0,85% (m/v) (SS).
3.5.4.8. Solucion amortiguadora de fosfatos, pH 6.

3.5.5. Procedimiento

3.5.5.1. Preparacion de la solucion de trabajo de Penicilina G de referencia.

Pesar 30 mg de Penicilina G de referencia, dentro de una atmésfera de humedad relativa menor a
50%. Disolver en solucién amortiguadora de fosfatos para obtener una concentraciéon de 100-1000
Unidades Internacionales/mL. Almacenar en la oscuridad entre 0-4,0°C y usar dentro de los dos dias

siguientes
a su preparacion.

3.5.5.2. Preparacion del inéculo.

0,3
5,25
0,5
0,25
0,06
0,06
15,0

Cantidad (g)

17,0
3,0
5,0
2,5

Cantidad (g)

15,0
5,0
5,0
15,0



3.5.5.2.1. Mantener el cultivo de B. stearothermophilus en medio inclinado de AST, haciendo pases
semanales. A partir de este cultivo inocular de 3 a 5 placas de AST, incubar a 55°C -64°C de 18-24 h.
Cosechar el cultivo de cada placa con 2-3 mL de SS e inocular 3 matraces conteniendo cada uno 150 mL
de CST sin dextrosa. Incubar a 55 - 64 + 2°C.

3.5.5.2.2. Periddicamente hacer una observacion microscopica para determinar el grado de
esporulacion del cultivo (aproximadamente el 80% del cultivo en 72 h, esta en fase esporulada).
Centrifugar las células a 5000 rpm durante 15 min.

3.5.5.2.3. Decantar el sobrenadante y resuspender las células en SS. Repetir el lavado, suspender las
células en 30 mL de SS y almacenar entre 0-4,0°C. Esta suspension puede mantenerse viable durante
6-8 meses. Verificar su viabilidad mediante cultivo en placas de AST.

3.5.5.3. Solucién estandar de leche.

Diluir la solucién de trabajo de Penicilina G en leche libre de inhibidores para obtener una
concentracion de 0.008 Ul/mL. Usar recientemente preparado o almacenar entre 0-4,0°C durante no mas
de 2 dias, también se puede distribuir en pequefios volimenes y congelar durante un tiempo no mayor a 6
meses.

3.5.5.4. Control negativo.

Leche fluida con un contenido de grasa de 0,0% a 3,8% y sélidos totales menos del 13%. Comprobar
la ausencia de sustancias inhibidoras (comercialmente disponible).

3.5.5.5. Preparacion de las placas.

3.5.5.5.1. Inocular el medio de agar indicador PM, fundido y enfriado a 55-64°C con una suspension
de esporas (3.5.5.2.3.), en cantidad suficiente para obtener 1 X 108/mL de medio (cada laboratorio debera
ajustar el in6culo dependiendo de la concentracion de esporas obtenida). De esta suspension, pasar 6,0
mL a placas de Petri y dejar solidificar sobre una superficie nivelada.

3.5.5.5.2. Utilizar las placas recientemente preparadas o almacenar entre 0-4,0°C en bolsas de
plastico selladas e identificadas con la fecha de preparacion. No usar después de 5 dias a su preparacion.

3.5.5.6. Prueba preliminar.

3.5.5.6.1. Agregar 90 pL de la muestra, usando micropipeta, asegurarse de que las puntas estén bien
colocadas, en posicién vertical y en el centro del disco, evitar la introduccion de burbujas o colocar sobre
la superficie de la muestra bien mezclada un disco de papel sostenido con las pinzas, hasta que se
impregne completamente por capilaridad. Eliminar cualquier exceso de leche, tocar ligeramente la
superficie interna de la tapa y colocar el disco inmediatamente sobre la placa de agar. Asegurar un
completo contacto del papel filtro con el agar, presionar con las pinzas suavemente (repetir esta operacion
con todas las muestras).

3.5.5.6.2. Colocar un disco control en el centro impregnado con el estandar de leche (0,008 Ul/mL de
Penicilina G). Marcar e identificar los controles y las muestras. Se recomienda no colocar mas de 7 discos
por placa: 6 en la orilla y uno en el centro.

3.5.5.6.3. Verificar que todos los discos estén uniformemente absorbidos sin presentar exceso de
leche
y colocados en forma adecuada. Invertir las placas e incubar a 55-64°C + 2°C hasta que se observe una
zona de inhibicion bien definida (16 - 20 mm) alrededor del disco control.

3.5.5.6.4. Examinar las zonas de inhibiciéon de las muestras y medir los halos con vernier. Las zonas
de inhibicidon < 14 mm se leen como negativo, zonas > 14 mm indican la presencia de inhibidores, lo cual
debera confirmarse.

3.5.5.7. Prueba confirmatoria.

Calentar las muestras a 82°C + 2 min. Enfriar rapidamente y continuar como se indica en 3.5.5.5.
Colocar también discos impregnados de penicilinasa (comerciales) o agregar 0,05 mL de penicilinasa a 5
mL de muestra e impregnar los discos.

3.5.5.8. Controles.

3.5.5.8.1. Cuando se aplica este método, el analista debe estar seguro de que cualquier grado de
actividad antimicrobiana detectada, proviene de la muestra y nunca de las condiciones ambientales, del
equipo o reactivos usados; ni del propio analista.



3.5.5.8.2. Se requiere, por lo tanto, aplicar las buenas practicas de laboratorio y los controles
adecuados, a lo largo de todo el analisis.

3.5.5.8.3. El control positivo que contiene soluciéon de referencia de Penicilina G a una concentracion
de 0,008 Ul/mL debe producir zonas de inhibicion claras y bien definidas de aproximadamente 17-20 mm
de diametro. Si éstas no se presentan, la prueba no demuestra la sensibilidad adecuada y debera
repetirse.

3.5.5.8.4. La sensibilidad de este ensayo es normalmente > 0,008 Ul/mL. El control del diluyente,
siempre debe dar resultados negativos.

3.5.5.9. Precauciones al realizar la prueba.
3.5.5.9.1. Para colocar los discos, utilizar pinzas limpias y flameadas.

3.5.5.9.2. Tocar con el disco la superficie de las muestras y permitir que el disco se sature por
capilaridad. Las pinzas deben flamearse y enfriarse entre cada muestra.

3.5.5.9.3. Tocar la boca del recipiente con el disco, para eliminar el exceso de leche.

3.5.5.9.4. Colocar el disco sobre el agar a una distancia de aproximadamente 9 mm de la orilla hacia
adentro y separados entre cada disco, unos 10 mm como minimo. Presionar el disco suavemente y
asegurarse de que hace contacto toda su superficie con el agar.

3.5.5.9.5. Aplicar el control positivo en el centro de la placa y el control negativo en cualquiera de los
seis lugares de la orilla.

3.5.5.9.6. Incubar las placas en posicidon invertida, en una camara humeda, a la temperatura y el
tiempo indicados en la metodologia.

3.5.5.10. Precauciones en el uso de la micropipeta.

3.5.5.10.1. Homogeneizar la muestra. Fijar la punta a la micropipeta y en posicion vertical oprimir el
émbolo hasta el primer tope.

3.5.5.10.2. Introducir la punta 1 cm debajo de la superficie de la muestra. Soltar el émbolo y dejar que
la punta se llene.

3.5.5.10.3. Si el émbolo se suelta rapidamente, el volumen de leche tomado no sera uniforme. Si la
punta no esta llena en forma correcta, después de soltar el émbolo, descartar y repetir la operacion.

3.5.6. Interpretacion de los resultados.
Las pruebas: preliminar y confirmatoria, pueden dar lugar a los siguientes resultados:

3.5.6.1. Ausencia de zonas de inhibicion en la prueba preliminar: la prueba es negativa a
sustancias inhibitorias.

3.5.6.2. Zonas de inhibicion alrededor de discos con muestra sin penicilinasa y ausencia de zonas de
inhibicion alrededor de discos tratados con penicilinasa, en prueba confirmatoria: la prueba es positiva a
residuos de a-lactamicos.

3.5.6.3. Presencia de zonas de inhibicion de igual tamafio en ambos discos (tratados y no tratados con
penicilinasa): prueba positiva a sustancias inhibidoras diferentes a &-lactamicos.

3.5.6.4. Presencia de zonas de inhibicion de menor tamafio (4 mm) en discos tratados con penicilinasa
que los no tratados, en prueba confirmatoria: prueba positiva a residuos de a-lactamicos y a otros
inhibidores.

3.5.7. Expresion de resultados.

Prueba positiva o negativa

4. Determinacion de fosfatasa residual
4.1. Principio del método.

La muestra se incuba con fenilfosfato en solucidon reguladora de hidréxido de bario. Si la fosfatasa
activa esta presente, el fenilfosfato se hidroliza y se forma fenol.

CgHsOPO3H, + HyO —— 5 C¢H5OH + H,PO,



Si la leche utilizada en la elaboracion del producto ha sido pasteurizada eficientemente, la fosfatasa se
inactiva y no hay hidrdlisis.

El fenol formado se determina colorimétricamente haciendo reaccionar con 2,6-
dibromogquinonacloroimida (B.Q.C.), obteniéndose un color azul, cuya intensidad se mide
espectrofotométricamente a 610 nm.

4.2. Equipo.

4.2.1. Bafio de agua con control de temperatura a 37-40°C.

4.2.2. Parrilla de calentamiento, de control termostatico.

4.2.3. Espectrofotdémetro de UV-Visible o fotocolorimetro disponible para utilizarse a 610 nm.
4.2.4. Balanza analitica con una precisioén de 0,1 mg.

4.3. Materiales.

Todo el material de vidrio utilizado debe someterse a una temperatura entre 85-90°C durante una
hora.

4.3.1. Tubos de ensaye de 15 x 150 mm.

4.3.2. Tubos de ensaye con graduacion de 0 a 10 mL.

4.3.3. Pipetas graduadas en 0,1 mL de 1,5y 10 mL.

4.3.4. Embudos de filtracién, tallo corto, de 5 cm de diametro.
4.3.5. Matraces volumétricos de diferentes capacidades.
4.3.6. Papel filtro Whatman No. 42 o No. 2 o su equivalente.
4.3.7. Material comun de laboratorio.

4.4, Reactivos.

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico y libres de fenol a menos
que se indique otra especificacion y por agua debe entenderse agua destilada.

4.4.1. Hidréxido de bario octahidratado [Ba(OH), . 8 H,O |.
4.4.2. Acido borico (H;BO,).

4.4.3. Metaborato de sodio (NaBO,).

4.4.4. Cloruro de sodio (NaCl).

4.4.5. Borato de sodio decahidratado (Na, B,O, . 10 H,O).

4.4.6. Fenilfosfato disédico (Na,CgHzPO,). Cristales libres de fenol. Conservar en congelacion
0 en desecador.

4.4.7. Alcohol butilico (C4H470). Punto de ebullicion 116-118°C.

4.4.8. Sulfato de zinc heptahidratado (Zn SO, . 7 H,0).

4.4.9. Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO, . 5 H,0).

4.4.10. 2,6 Dibromoquinonacloroimida (BQC) CgH,0OBr,NCI.

4.4.11. Fenol (CgHgO).

4.4.12. Solucién reguladora de hidroxido de bario-borato (pH 10,6 + 0,15 a 25°C).

4.4.12.1. Disolver en agua caliente 25 g de hidroxido de bario octahidratado (fresco, no deteriorado),
enfriar y diluir a 500 mL. Por separado, disolver 11 g de acido bérico y diluir a 500 mL. Calentar cada una
de las soluciones a 50°C, mezclarlas, agitar y enfriar aproximadamente a 20°C. Filtrar y conservar el
filtrado en recipiente perfectamente tapado.

4.4.12.2. Cuando se aplique para leche, formula lactea y producto lacteo combinado, pasteurizados
descremados, sin sabor, diluir 500 mL de este regulador con 500 mL de agua.

4.4.12.3. Cuando se aplique para leche, formula lactea y producto lacteo combinado, pasteurizados
con sabor, diluir esta solucién reguladora con un cuarto de su volumen de agua (ejemplo 80 mL de este
regulador con 20 mL de agua).



4.4.12.4. Para leche de cabra esta solucion reguladora se prepara pesando 26 g de hidroxido de bario
octahidratado en lugar de 25 g.

4.4.13. Soluciones reguladoras de trabajo con fenil fosfato disodico.
4.4.13.1. Para leche, férmula lactea y producto lacteo combinado pasteurizados.

Disolver 0,1 g de fenil fosfato disédico en 100 mL de una mezcla de 50 mL de la solucién reguladora
de hidroxido de bario-borato (4.4.12.1.). En caso de que el fenil fosfato disédico no esté libre de fenol
debe ser purificado de la siguiente manera:

4.4.13.1.1. Disolver 0,5 g de la sal en 4,5 mL de agua; agregar 0,5 mL de la solucién reguladora de
hidroxido de bario-borato (4.4.12.) y dos gotas de reactivo B.Q.C. (4.4.18. ); dejar en reposo 30 min. Al
cabo de este tiempo agregar 2,5 mL de alcohol butilico y dejar en reposo hasta que se separe el alcohol,
con objeto de eliminar el color. Eliminar el alcohol con gotero o pipeta Pasteur y descartar.

4.4.13.1.2. Diluir 1 mL de la solucion acuosa a 100 mL con el regulador de substrato ( 4.4.12.).
Calentar la solucion a 85°C por 2 min, tapar inmediatamente y guardar en refrigeracion. Esta solucién
madre debe mantenerse en el refrigerador durante algunos dias. Al emplearse, desarrollar el color y
eliminarlo por extraccién como se ha indicado anteriormente. La solucién es estable por un afio si se
encuentra bien guardada y con minima exposicién al aire. Antes de usar, desarrollar el color y reextraer si
es necesario.

4.4.13.2. Para productos con sabor.

Disolver 0,1 g de fenil fosfato disédico en 100 mL de una mezcla de 80 mL de la solucién de hidréxido
de bario (4.4.12.1.) y 20 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ambar y en refrigeracion.

4.4.13.3. Para helados.

Disolver 0,1 g de fenil fosfato disédico en 80 mL de solucién de borato-hidroxido de bario (4.4.12.1.)
y 20 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ambar y en refrigeracion.

4.4.13.4. Para sorbetes.

Disolver 0,1 g de fenil fosfato disédico en 50 mL de soluciéon de borato-hidroxido de bario (4.4.12.1.)
y 50 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ambar y en refrigeracion.

4.4.14. Solucién reguladora para desarrollo de color (pH 9,8 £ 0,15 a 25°C).
Disolver 6 g de metaborato de sodio y 20 g de cloruro de sodio en agua y diluir a un litro.

4.4.15. Soluciéon reguladora para dilucién de color. (Para el caso que la muestra haya salido
fuertemente positiva).

Diluir 100 mL de la solucién anterior (4.4.14.) a un litro con agua.
4.4.16. Solucién reguladora patron para calibrar el potenciémetro (0,00996 M, pH 9,18 a 25°C).

4.4.16.1. Disolver 3,80 g de borato de sodio decahidratado en agua y diluir a un litro (en ningun caso
debe secarse esta sal en el horno, antes de emplearse).

4.4.16.2. Para evitar contaminacion con CO, mantener perfectamente tapado el recipiente o protegerlo
con un tubo de cal sodada.

4.4.16.3. Esta solucion reguladora debe utilizarse dentro de los 10 min siguientes a su extraccion
del frasco.

4.4.17. Reactivo precipitante de proteinas zinc-cobre.
4.4.17.1. Para leche, férmula lactea o producto lacteo combinado pasteurizados sin sabor y sorbetes.

Disolver 3 g de sulfato de zinc heptahidratado y 0,6 g de sulfato de cobre pentahidratado en agua y
diluir a 100 mL.

4.4.17.2. Para leche, férmula lactea o producto lacteo combinado, pasteurizados con sabor y helados.

Disolver 4,5 g de sulfato de zinc heptahidratado y 0,1 g de sulfato de cobre pentahidratado en agua y
llevar a un volumen de 100 mL.

4.4.18. Solucion de 2,6-dibromoquinonacloroimida (B.Q.C.) (CgH,OBryNCI).



4.4.18.1. Disolver 40 mg de polvo de BQC en 10 mL de alcohol etilico y conservar esta solucion en
frasco gotero &mbar. Guardar en refrigeracion. La solucion es estable durante una semana. Desechar si
se torna color café.

4.4.18.2. Antes de usarse los nuevos frascos de BQC deberdn ser comprobados preparando curvas
patrén con fenol y comparados con los de la solucidon en buen estado; hacer esta comprobacién cuando
menos dos veces por afio.

4.4.19. Solucidén de sulfato de cobre para patrones al 0,05%.
Disolver 0,05 g de sulfato de cobre pentahidratado en 100 mL de agua.
4.4.20. Solucioén de alcohol butilico.

Para ajustar su pH, mezclar un litro de éste, con 50 mL de la solucién reguladora para desarrollo de
color (4.4.14.). Conservar en frasco de tapon de vidrio esmerilado.

4.4.21. Solucién madre de fenol de 1 mg/mL.

Pesar exactamente 1,0 g de fenol, transferir a un matraz volumétrico de un litro y llevar al volumen con
agua. Mezclar perfectamente. Esta solucién es estable durante varios meses mantenida en refrigeracion.

4.4.22. Solucién patrén de fenol de 10 pg/mL o 10 unidades/mL (solucion de trabajo).
4.4.22.1. Diluir 10 mL de la solucién madre (4.4.21.) a un litro con agua y mezclar perfectamente.

4.4.22.2. Para preparar soluciones patron mas diluidas, diluir 5, 10, 30 y 50 mL de esta solucion
en 100 mL para que respectivamente contengan 0,5; 1,0; 3,0 y 5,0 ug o unidades de fenol por mL. Estas
soluciones patréon mantenidas en refrigeracion no se deben emplear después de una semana.

4.4.22.3. De manera semejante preparar las soluciones patrén que contengan 20, 30 y 40 unidades por mL.

4.4.22.4. Guardar en refrigeracion y permitir que esté a la temperatura ambiente en el momento de
Su uso.

4.5. Procedimiento.
4.5.1. Preparacion de la curva patron de comparacion.

4.5.1.1. En series de tubos (de preferencia graduados en 5 y 10 mL), medir volimenes adecuados de
la solucion patron de trabajo, a fin de obtener un margen favorable de patrones segun las necesidades.
Se recomienda incluir 0,0 (testigo), 0,5; 1,0; 3,0; 10,0; 20,0; 30,0 y 40,0 unidades.

4.5.1.2. Con objeto de aumentar la intensidad del color azul y la estabilidad de los patrones agregar a
cada tubo 1 mL de la solucién de sulfato de cobre al 0,05% (4.4.19.) y a continuacién 5 mL de la solucion
reguladora para dilucion de color (4.4.14.). Llevar a un volumen de 10 mL con agua. Agregar 4 gotas de la
solucion B.Q.C. (4.4.18.) mezclar y dejar en reposo 30 min, a temperatura ambiente para desarrollo de
color.

4.5.1.3. En caso de emplear el procedimiento de extraccién con alcohol butilico normal, proceder
como se indica mas adelante.

4.5.1.4. Hacer la lectura de la intensidad del color con un espectrofotémetro a 610 nanémetros, restar
el valor que alcanza la lectura del testigo a la de cada una de las soluciones patrones de fenol; finalmente
construir una curva de calibracion la cual debe ajustarse mediante el método de minimos cuadrados
(regresion lineal).

4.5.1.5. Si se pretende efectuar una comparacion visual de los patrones, se conservan en refrigeracion
y se prepara una nueva serie cada semana.
Precauciones generales.

La homogenizacién de la leche, férmula lactea o producto lacteo combinado para la determinacion de
fosfatasa es fundamental antes de desarrollar la técnica. Colocar varios mililitros en un tubo de ensaye
pequefio, tapar y guardar en el refrigerador; si es necesario el empleo de un conservador agregar
cloroformo en concentraciones de 1-3 mL por cada 100 mL de leche, formula lactea o producto lacteo
combinado.

4.5.2. Preparacion de la muestra.
4.5.2.1. Leche féormula lactea o producto lacteo combinado.

4.5.2.1.1. Medir con pipeta 1 mL de muestra preparada de leche en 2 o 3 tubos (se necesita un tubo
como testigo y se recomienda preparar dos 0 mas tubos para determinaciones por duplicado); en caso de
la leche de cabra emplear 3,0 mL de la muestra.



45.2.1.2. Agregar a cada tubo 10 mL de la solucion reguladora de trabajo con fenil fosfato
disédico (4.4.13.1.) o para las determinaciones cuantitativas en leche cruda; tapar los tubos y mezclar
(pH 10,0 £ 0,15).

4.5.2.1.3. Calentar el tubo testigo en un bafio de agua a ebullicion cubierto durante 1 min (la
temperatura interna del tubo debe estar entre 85-90°C). Dejar enfriar a temperatura ambiente y mezclar
de nuevo con
el agitador.

4.5.2.2. Productos saborizados, helados y sorbetes.

4.5.2.2.1. Pesar 1,0 g de muestra (de preferencia por duplicado), colocar en un tubo (si la muestra es
pegajosa, pesar en papel encerado de 2,5 x 2,5 cm e insertar el papel con la muestra dentro del tubo). De
la misma forma pesar otra cantidad igual que servira de muestra testigo.

4.5.2.2.2. Calentar el tubo testigo en un bafio de agua a ebullicién cubierto durante 1 min (la
temperatura interna del tubo debe estar entre 85-90°C). Dejar enfriar a temperatura ambiente y mezclar
de nuevo
con el agitador.

4.5.2.2.3. Agregar a los tubos con muestra 1 mL de la solucién reguladora de trabajo correspondiente
(4.4.13.), mezclar con el agitador de vidrio. A partir de esta etapa manejar de igual forma el testigo
y las muestras.

4.5.2.2.4. Agregar 10 mL de la solucion reguladora correspondiente:
Para productos saborizados (4.4.13.2.).

Para helados (4.4.13.3.).

Para sorbetes (4.4.13.4.).

Nota: La temperatura interna del tubo que contiene la muestra testigo que debe estar entre 85-90°C,
es controlada con un termémetro sumergido en un tubo de tamafo y volumen igual al de las pruebas.

4.5.3. Determinaciéon de fosfatasa residual. (Esta parte del procedimiento es comin a todos los
derivados lacteos).

4.5.3.1. Inmediatamente después de agregar la solucion de substrato, incubar los tubos en bafio de
agua durante una hora a 37-38°C agitando ocasionalmente durante este tiempo. Trasladar los tubos a un
recipiente con agua a ebullicién durante 1 min. Dejar enfriar los tubos a la temperatura ambiente por
inmersion en un recipiente de agua fria.

45.3.2. Agregar con una pipeta 1 mL de la solucidn precipitante de proteinas zinc-cobre
correspondiente (4.4.17.) a los tubos de la siguiente manera:

a) Para leche, formula lactea o producto lacteo combinado, sin sabor y sorbetes adicionar la solucién
(4.4.17.1.).

b) Para leche, formula lactea o producto lacteo combinado, pasteurizados con sabor y helados,
adicionar la solucién (4.4.17.2.).

4.5.3.3. Mezclar perfectamente el contenido de los tubos. El pH de la mezcla debe estar entre 9,0-9,1;
filtrar (empleando embudos de 5 cm de diametro y papel filtro No. 42 de 9 cm de diametro o bien el No. 2
0 su equivalente). Recoger 5 mL del filtrado en un tubo, de preferencia graduado en 5y 10 mL.

4.5.3.4. Agregar 5 mL de solucion reguladora para desarrollo de color (4.4.14.). El pH de la mezcla
debe estar entre 9,3-9,4.

4.5.3.5. Agregar 4 gotas del reactivo B.Q.C. (4.4.18.), mezclar y dejar a temperatura ambiente durante
30 min para desarrollo de color. En los casos en que se investigue pasteurizacion deficiente se agregan 2
gotas del reactivo de B.Q.C.

4.5.3.6. Determinar la intensidad del color azul con cualquiera de los siguientes métodos:
a) Método espectrofotométrico.

Leer las intensidades de color del tubo testigo y de las muestras a 610 nm, restar la lectura del testigo
de la lectura del tubo de la muestra y convertir el resultado a unidades de fenol, utilizando la curva
patréon (4.5.1.).

Ordinariamente se hace innecesaria la extraccion con alcohol butilico cuando se emplea el
espectrofotometro. En los casos en que se emplee la extraccion con este alcohol, purificar el reactivo
como se sefiala en la valoracion de la pasteurizacion (4.4.13.1.1.), centrifugar la muestra durante 5 min a
fin de romper la emulsion y remover el agua suspendida en la capa alcohdlica. Después de centrifugar,



con una pipeta capilar provista de bulbo de hule, separar todo el alcohol butilico. Filtrar y recoger el
filtrado en la celda del espectrofotémetro y leer a 610 nm.

b) Método visual con escala de patrones.

Comparar los colores de las muestras que dan mas de 5 unidades con los tubos de color que
contienen patrones de fenol (4.5.1.).

Para obtener resultados cuantitativos en aquellos casos en que haya variaciones entre 0,5 y 5
unidades de color, hacer la extraccion con alcohol butilico, agregando 5 mL de alcohol e invirtiendo
lentamente varias veces; centrifugar como se sefiala en el método anterior, si fuera necesario, para
aumentar la claridad de la capa alcohdlica y comparar el color con los patrones tratados en igual forma.

En aquellas pruebas en las que durante el desarrollo de color se obtengan resultados fuertemente
positivos (por ejemplo con 20 unidades o mas) y en las cuales no sean suficientes 4 gotas del reactivo de
B.Q.C. (4.4.18.) para reaccionar con todo el fenol, hacer diluciones colocando nuevos tubos con
volumenes conocidos que se diluyen a 10 mL con la solucién reguladora de dilucion de color ( 4.4.15.) y
agregar 2 o méas gotas del reactivo B.Q.C. En cada una de estas pruebas diluir el testigo y tratarlo
directamente.

De la misma manera en aquellos casos en los que estas nuevas diluciones produzcan nuevamente
reacciones fuertemente positivas, todavia sera necesario volver a preparar otras diluciones mas, hasta
que el color quede comprendido entre los de la escala o de la curva del espectrofotometro.

Para hacer la lectura final, dejar transcurrir 30 min a partir del momento de la adicién del reactivo
B.Q.C a fin de que se desarrolle totalmente su color. Multiplicar las lecturas de las diluciones por el factor
de dilucion por 2 en el caso de haber diluido 5 mL; por 10, para aquella dilucién inicial 1+9 mL y por 50, en
caso de una dilucién inicial 1+9 mL, seguida de otra de 2+ 8 mL.

4.6. Calculos.

4.6.1. Para leche, formula lactea o producto lacteo combinado, pasteurizados u otros productos
lacteos donde se mide 1 mL de muestra liquida y se adicionan 11 mL de los reactivos (el volumen total del
liquido es de 12 mL) y se emplean 5 mL del filtrado.

U. de Fenol/mL=C x 2,4

4.6.2. Para productos saborizados, helados y sorbetes donde se pesan 1 g de la muestra y se agregan
11 mL de los reactivos (el volumen total del liquido es de 12 mL) y se emplean 5 mL del filtrado.

U. de Fenol/lg=C x 2,2

donde:

C = concentracién de la muestra obtenida de la gréfica de la curva patrén en unidades fenol/mL.
2,2y 2,4 = Factores de dilucion.

4.7. Expresion de resultados.

Unidades de fenol / mL o g.

5. Determinacion de vitamina A por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC en fase reversa).
5.1. Principio del método.

Los lipidos son ésteres que en presencia de un alcali caustico se hidrolizan liberando el material
insaponificable, el cual es extraido con un disolvente organico. Posteriormente la vitamina A contenida en
este material, es cuantificada por medio de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.

5.2. Equipo.

5.2.1. Sistema de HPLC que incluye:

5.2.1.1. Bomba binaria LC.

5.2.1.2. Inyector automatico o manual de muestras.

5.2.1.3. Detector espectrofotométrico de longitud de onda variable UV-Visible LC.
5.2.1.4. Integrador computarizado LC.

5.2.1.5. Columna Octadecil ODS (20), tamafio de particula 5 pm, longitud 250 mm x diametro interno 4,6
mm.

5.2.2. Balanza analitica, con capacidad de 160 g, lectura 0,1 mg.

5.2.3. Placas de agitacién con calentamiento.



5.2.4. Cilindro para gas comprimido de nitrégeno pureza 95%.

5.2.5. Cilindro para gas comprimido de helio pureza 95%.

5.2.6. Evaporador rotatorio con elevador rapido y bafio maria.

5.2.7. Equipo de filtracion para la preparacion de la fase movil.

5.2.8. Cronémetro o reloj.

5.3. Materiales.

5.3.1. Matraces volumétricos actinicos o de color marrén con tapén de vidrio o teflén de 50 y 100 mL.
5.3.2. Matraces actinicos o de color marrén de fondo plano, cuello corto de 250 mL.

5.3.3. Matraces, en forma de pera actinicos o de color marrén, de cuello corto y boca esmerilada de 500 mL
(que embone en el rotavapor).

5.3.4. Matraces volumétricos actinicos o de color marrén de 10 mL.

5.3.5. Vasos de precipitados de 500 mL.

5.3.6. Embudo de separacién coénico, actinicos o de color marrén, con llave de teflon 500 mL.
5.3.7. Embudo tallo corto diametro 12 cm.

5.3.8. Tapones de tefléon huecos hexagonales o actinicos o de color marrén.

5.3.9. Refrigerante con macho y hembra, manguito 300 mL, de 50 cm de longitud aproximadamente.
5.3.10. Manguera de latex.

5.3.11. Papel filtro mediano No. 1 con diametro de 18,5 cm.

5.3.12. Pipetas volumétricas con marca de 5y 4 mL.

5.3.13. Jeringa de vidrio sin aguja desechable de 10 mL.

5.3.14. Jeringa de vidrio de 50 uL con aguja sin punta.

5.3.15. Filtros para jeringa (acrodiscos para HPLC) de 0,45 um de tamaio de poro y diametro de 25
mm, para solventes organicos y fase movil.

5.3.16. Membranas de filtracion de fluoruro de polivinilideno, utilizada para fases moviles (solventes
organicos y acuosos), cuyos extractables sean de absorcién en UV, u otro filtro para fines similares.

5.3.17. Magnetos para placa de agitacion.
5.4. Reactivos.

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analitico y por agua debe entenderse
agua destilada.

5.4.1. Estandar de retinol (vitamina A) cristalizada (C,oH300) all trans RETINOL con certificado de
pureza.

5.4.2. Hidréxido de potasio en lentejas (KOH).

5.4.3. Alcohol etilico absoluto (CoH50H).

5.4.4. Eter de petrdleo intervalo de ebullicion 40 - 60°C.

5.4.5. Fenolftaleina en solucion etandlica al 1%, indicador ( CogH1404).
5.4.6. Metanol grado HPLC (CH30H).

5.4.7. Agua destilada filtrada (s6lo para la preparacion de fase movil).

5.4.8. Agua destilada que se utilizara en los lavados del saponificado (verificar que el valor de pH no
sea mayor de 6,0).

5.4.9. Sulfato de sodio anhidro (Na>SQOy).
5.4.10. Acido ascorbico (CgHgOg).
5.4.11. Fase movil metanol: agua (95:5) para HPLC.

Pasar agua destilada a través de una membrana de filtracion para soluciones acuosas. Pasar metanol
a través de una membrana de filtracion para solventes organicos. Posteriormente mezclar 50 mL de agua
destilada en 950 mL de metanol (fase movil). Degasificar la fase mévil pasando una ligera corriente de
gas helio o por ultrasonido 15 minutos a temperatura ambiente.



5.4.12. Soluciones patrén de vitamina A.
5.4.12.1. Solucién concentrada (150 ug equivalentes de retinol).

Justo antes de emplearse, pesar 15 mg de retinol cristalizado (A - OH) y registrar el peso exacto.
Colocar el estandar pesado en un matraz volumétrico de 100 mL. Disolver con metanol y llevar al
volumen.

5.4.12.2. Solucién intermedia (15 pg equivalentes de retinol).

Diluir 5 mL de la soluciéon concentrada a 50 mL con el mismo metanol para obtener una solucion de
aproximadamente 50 Ul/mL.

5.4.12.3. Solucién de trabajo (6 pg equivalentes de retinol).

Afadir 4 mL de la solucidon estandar intermedia al matraz marcado como estandar y adicionar los
reactivos al igual que al blanco y muestra como se indica en el apartado de saponificaciéon. Esta solucion
tendra aproximadamente 20 Ul/mL de vitamina A, al final del proceso de recuperacion, en el matraz
volumétrico de 10 mL.

Nota 1:

Si el certificado de % de pureza en el estandar es inferior al 85% no debe prepararse la solucién
patrén, siendo necesario un nuevo estandar de otro lote con una pureza superior a la antes indicada.

Nota 2:

La vitamina A-OH (A-alcohol) se oxida con gran rapidez y es muy sensible a la luz. Al abrir una
ampolleta nueva de vitamina A-cristalizada, pesar la cantidad de estandar requerida y guardar la
ampolleta bajo atmdsfera de nitrégeno o en condiciones similares.

5.5. Procedimiento.
Nota 3:

La vitamina A es sensible a la luz. Utilizar material actinico o de color marrén o bien, proteger el
material con papel aluminio. Por otra parte efectuar las evaporaciones con rotavapor a una temperatura
maxima de 40°C. No evaporar a sequedad. Romper el vacio e inmediatamente introducir nitrégeno al
sistema o al matraz. Evaporar los ultimos mililitros mediante una corriente de nitrégeno sin llegar a la
sequedad.

5.5.1. Toma de muestra.

En el caso de productos deshidratados, reconstituir con agua, de acuerdo con las instrucciones
sefialadas en la etiqueta o 130 g del producto llevados a 1 L con agua. Disolver y agitar la muestra a fin
de homogeneizarla por completo.

Medir de preferencia por duplicado una cantidad de muestra tal, que contenga de 30 a 90 ug
equivalentes de retinol (100 a 300 Ul de vitamina A) o la cantidad correspondiente a lo declarado en la
etiqueta de la muestra. En caso de no contar con esta informacién no es conveniente realizar el analisis.

5.5.2. Saponificacion.

5.5.2.1. Marcar 4 matraces actinicos de cuello corto y esmerilado con fondo plano de 250 mL (cuando
la muestra se trabaje por duplicado) de la siguiente manera: blanco, estandar y muestra.

5.5.2.2. Anadir los siguientes reactivos a cada uno de los matraces antes mencionados: 7 g de
hidréxido de potasio y a continuacion afiadir 60 mL de alcohol absoluto. Mezclar para disolver. Agregar
0,5 g de acido ascérbico asi como una barra magnética. Adicionar una ligera corriente de nitrégeno a
cada uno de
los matraces.

5.5.2.3. Montar un sistema de reflujo y calentar durante 30 minutos en placas de calentamiento o bafio
de agua en ebullicién con agitacion constante.

Nota 4:
Durante la saponificacion, asegurar una buena agitacion del medio de reaccion.
5.5.3. Extraccién del insaponificable.

5.5.3.1. Una vez concluido el tiempo de saponificacion, enjuagar con maximo 30 mL de agua destilada
(evitar el exceso de agua para prevenir la formacién de emulsiones) por las paredes internas del
refrigerante sin quitar el matraz del saponificado. Enfriar el matraz aun instalado al refrigerante
sumergiéndolo parcialmente en un vaso de precipitados que contenga agua fria, lo anterior con la



finalidad de llevarlo a temperatura ambiente, evitando enfriarlo demasiado. Trasvasar la suspensioén a un
embudo de separacion de 500 mL.

5.5.3.2. Enseguida enjuagar el matraz con 100 mL de éter de petréleo que se afiaden al embudo de
separacion. Extraer la vitamina A agitando ligeramente. Dejar separar las fases. Vaciar la fase acuosa a
otro embudo de 500 mL. Recoger la fase organica a un tercer embudo de separacién de 500 mL. Repetir
la operacién dos veces mas, enjuagando el matraz con dos porciones de 100 mL de éter cada una.

5.5.3.3. Efectuar esta extraccion 3 veces en total (un lavado de 50 mL y 2 lavados de 100 mL). Hacer
las agitaciones con mucho cuidado para evitar emulsiones.

5.5.3.4. Lavar la solucion organica con porciones de 100 mL de agua adicionandola por las paredes
del embudo, agitando suavemente, hasta que el agua del lavado ya no dé reaccién colorida con la
fenolftaleina. Después del ultimo lavado, esperar de 15 a 30 minutos antes de vaciar la fase acuosa y
volver a revisar con el indicador que no exista reaccion colorida.

5.5.3.5. Filtrar la solucién lavada en continuo a través de un filtro que contiene aproximadamente 10 g
de sulfato de sodio anhidro y recoger el filtrado en un matraz de pera de 500 mL, sin dejar secar el filtro.
Al final enjuagar el sulfato de sodio contenido en el filtro con 50 mL de éter de petrdleo.

5.5.3.6. Evaporar el disolvente en un rotavapor a 40°C y dejar un remanente de aproximadamente 6
mL. Tratar de reducir esta cantidad del disolvente a un volumen de 2 mL aproximadamente mediante una
corriente de nitrégeno.

5.5.3.7. Disolver el remanente obtenido con 3 mL de la fase movil y recolectar cuantitativamente la
solucioén con una jeringa de vidrio. Filtrar la solucién a través de un filtro acrodisco de 0,45 um a un matraz
actinico de 10 mL. Lavar el matraz pera con porciones de 2 mL de fase movil y repetir el mismo
procedimiento hasta llegar al aforo del matraz. Hacer lo mismo para cada filiro de blanco, estandar y
probar por duplicado.

Nota 5:

Se recomienda acondicionar el acrodisco de 0,45 um con metanol antes de utilizarlo en la filtracion del
recuperado.

5.5.4. Condiciones cromatograficas.

5.5.4.1. Fijar los siguientes parametros de acuerdo con las instrucciones de operacion del
cromatoégrafo.

Columna Octadecil ODS (20), tamafo de particula 5 um, longitud 250 mm x diametro interno 4,6 mm.
Loop de inyeccion: 20 pL.

Fase movil: metanol: agua 95:5.

Flujo: 1 mL/min.

Detector: Longitud de onda ajustada a 325 nm.

Registrador: 5 mm/min.

5.5.5. Determinacion de vitamina A.

Inyectar dos veces los siguientes analitos: primero 20 uL del blanco, después 20 uL de la solucion
estandar para HPLC (20 Ul/mL aprox.) y por ultimo 20 pL de la muestra (del saponificado).

5.5.5.1. En el cromatograma, identificar el pico y tiempo de retencién de la vitamina A correspondiente
al estandar. Con estos datos, identificar el pico y tiempo de retenciéon de la vitamina A contenida en la
muestra.

5.5.5.2. Calcular la altura del pico de la solucion patron y de las muestras en los
cromatogramas obtenidos.

5.6. Calculos.

El contenido de vitamina A, expresado en Unidades Internacionales por L de producto es igual a:

hp x C x V x 1000

Ul vitamina A/L =
hg x m

En donde:

m = toma de ensayo en g o mL.

hp = altura del pico de la muestra, en mm.



hg = altura del pico de la solucién estandar final, en mm.
C = concentracion de la solucion estandar final inyectada, en Ul/mL para la vitamina A.

V = volumen de solucion estandar final, en el cual ha sido diluido el remanente antes de la
cromatografia.

Los resultados deben reportarse como pg equivalentes de retinol.

5.7. Expresion de resultados.

Mg equivalentes de retinol/ L

1 Ul = 0,3 pg equivalentes de retinol (all trans RETINOL)

6. Determinacion de AFM, en leche, formula lactea o producto lacteo combinado por columna
de inmunoafinidad- HPLC.

6.1. Principio del método.

La AFM; es extraida por aplicacion de la porcion de prueba (leche liquida o leche deshidratada
reconstituida) a una columna de inmunoafinidad, la cual contiene anticuerpos monoclonales especificos
ligados a un material de soporte solido. Asi como la muestra pasa a través de la columna, los anticuerpos
selectivamente se ligan a la AFM, presente para formar un complejo antigeno-anticuerpo. Los otros
componentes de la matriz de la muestra son removidos de la columna con agua destilada. La AFM4 es
eluida de la columna con acetonitrilo y cuantificada por HPLC en fase reversa con deteccion de
fluorescencia.

6.2. Equipo.

6.2.1. Sistema HPLC, que incluye:

6.2.1.1. Bomba.

6.2.1.2. Inyector automatico o manual de muestras.

6.2.1.3. Columna HPLC C4g de 4.6 x 250 mm, 5 pm de tamafio particula.
6.2.1.4. Detector de fluorescencia.

6.2.1.5. Integrador de datos o computadora personal con el software adecuado para el control del
equipo y procesamiento de datos.

6.2.2. Bomba manual (cuerpo de jeringa de vidrio de 50 mL unida a través de un conector de plastico
a un suministro de aire) o manifold para extraccion por vacio en fase solida.

6.2.3. Centrifuga a 1000 rpm.

6.2.4. Mezclador tipo vortex.

6.2.5. Balanza granataria con una precision de 0,1 g.

6.2.6. Espectrofotdmetro capaz de hacer mediciones de 200 a 400 nm.
6.2.7. Evaporador rotatorio, con control de vacio.

6.2.8. Equipo de filtracion Millipore o similar.

6.2.9. Bafo de vapor con temperatura controlada.

6.3. Materiales.

6.3.1. Columnas de inmunoafinidad. Almacenar de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
6.3.2. Tubos de centrifuga de 50 mL.

6.3.3. Vasos de precipitados de 100 mL.

6.3.4. Pipetas volumétricas de 50 mL.

6.3.5. Pipetas graduadas de 10 mL.

6.3.6. Auxiliar de macropipeteado.

6.3.7. Jeringas de vidrio de 50 mL.

6.3.8. Micropipetas digitales de 10 a 100 yL; 100 a 1000 L.y 1 a5 mL.
6.3.9. Puntas para micropipeta.

6.3.10. Filtros para solventes organicos de 47 mm y poro de 0,45 ym.

6.3.11. Filtros para solventes acuosos de 47 mm y poro de 0,45 pm.



6.3.12. Filtros para muestras de politetrafluoretileno de 13 mm y poro de 0,45 pm.
6.3.13. Matraces aforados color ambar de 5, 25y 100 mL.

6.3.14. Jeringas desechables de 5 mL con aguja.

6.3.15. Frascos vial color ambar de 5 mL con tapon.

6.3.16. Matraces Erlenmeyer de 250 mL.

6.3.17. Celdas de cuarzo para espectofotdmetro de 1 cm de paso de luz.

6.3.18. Pipetas Pasteur.

6.3.19. Papel filtro Whatman No. 4 o equivalente.

6.4. Reactivos.

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser de grado analitico y por agua debe
entenderse agua destilada.

6.4.1. Acetonitrilo ( CoH3N) grado HPLC.

6.4.2. 2-Propanol (isopropanol) grado HPLC.

6.4.3. Agua (H,0) destilada y grado HPLC.

6.4.4. Acido sulfurico concentrado (H2SO4).

6.4.5. Patrén certificado de 50 ug AFM4 en pelicula.
6.4.6. Tripsina (proteasa pancreatica), 2000 FIP-U/g.
6.4.7. Dicromato de potasio (K,Cry0O7).

6.4.8. Solucion de acido sulfarico 0,018 N.

Disolver 1 mL de acido sulfdrico concentrado y aforar a 2 L con agua destilada.
6.4.9. Soluciones patron de dicromato de potasio.
6.4.9.1. Aproximadamente 0,25 mM.

Pesar exactamente 78 mg de dicromato de potasio previamente secado en estufa a 100-105°C
durante 2 h, y aforar a 1 L con &cido sulfarico 0,018 M.

6.4.9.2. Aproximadamente 0,125 mM.

Diluir 25 mL de la solucién de 0,25 mM a 50 mL con &acido sulfarico 0,018 M.
6.4.9.3. Aproximadamente 0,0625 mM.

Diluir 25 mL de la solucién de 0,125 mM a 50 mL con acido sulfurico 0,018 M.
6.4.10. Fase movil para HPLC.

Agua: isopropanol:acetonitrilo (80:12:8). Filtrar a través de filtro de membrana de 0,45 pm vy
degasificar.

6.5. Procedimiento.
6.5.1. Preparacion de la muestra.
6.5.1.1. Productos liquidos.

Calentar las muestras entre 35 y 37°C en un bafio de agua. Filtrar a través de papel filtro Watman ndmero 4
o centrifugar a 1000 x g por 15 minutos. Colectar al menos 50 mL del producto preparado. Para el andlisis
de productos esterilizados, es recomendable diluir volumen a volumen con agua destilada previo al
calentamiento Yy filtracién o centrifugacion.

6.5.1.2. Productos deshidratados.

Reconstituir con agua de acuerdo con las instrucciones sefialadas en la etiqueta o 130 g del producto
llevados a 1 L con agua a 50°C. Disolver y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo.
Colectar al menos 50 mL de la leche preparada.

Nota: Para el analisis de caseinatos de sodio, calcio y potasio, es necesario efectuar una hidrélisis
enzimatica de la porcion de prueba previo a la filtracion o centrifugacion. Para este propdsito, proceder de
igual forma que con los productos deshidratados, pero adicionando 2 g de tripsina a la porcion de prueba
antes de colocar el matraz en el bafio de agua por 30 minutos.

6.5.2. Calibracion del espectrofotometro:



6.5.2.1. Determinar la absorbancia (A) de las tres soluciones de K,Cr,07 0,25, 0,125 y 0,0625 mM en
acido sulfurico, a su maximo de absorcién cerca de 350 nm, usando como blanco la solucion de acido
sulfarico 0,018 N.

6.5.2.2. Calcular la absorbitividad molar () de cada concentracién con la siguiente férmula:

=A x 1000
Conc. en mM

6.5.2.3. Si los tres valores varian, revisar la técnica o el instrumento, promediar los 3 valores para
obtener el valor de .

6.5.2.4. Determinar el factor de correccién (FC) para cada instrumento y celdas en particular,
sustituyendo en la siguiente ecuacion:

FC= 3160

Donde: 3160 = Valor de de las soluciones de K,Cr,07

6.5.2.5. Si el valor de FC es < 0,95 o > 1,05 revisar el instrumento o técnicas, para determinar o
eliminar la causa (usar el mismo juego de celdas en la calibracién y determinacion de la pureza).

6.5.3. Preparacion de soluciones patron de AFM;.
6.5.3.1. Solucion patrén de 2 ng/pL.

6.5.3.1.1. Por medio de una jeringa, introducir aproximadamente 2 mL de acetonitrilo dentro del vial
sellado que contiene el patrén certificado de AFM,. Agitar vigorosamente durante 1 minuto en mezclador
tipo vértex y transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL usando pequeias porciones
de acetonitrilo. Diluir al volumen con acetonitrilo y mezclar bien.

6.5.3.1.2. Transferir una alicuota de 2-3 mL de esta solucién a una celda de cuarzo y registrar el
espectro ultravioleta entre 330 y 370 nm, usando acetonitrilo en la celda de referencia. Medir la
absorbancia de la solucién a la longitud de onda de maxima absorcién (la cual es cercana a 325 nm).
Determinar la concentracion exacta de esta solucién empleando la siguiente ecuacion:

A xPM x 1000 x F.C.
&

ng AFM,/uL =

En donde:

A= absorbancia a 350 nm.

PM= Peso molecular para AFM4= 328.

= coeficiente de extincion para AFMy= 19,850.
FC= Factor de correccion (calculado en 6.5.2.4.).

6.5.3.1.3. Regresar la solucion de AFM, al frasco original. Almacenar esta solucién en el congelador
por un maximo de 2 afios, pero verificar su concentracion cada 6 meses. Antes de usar esta solucion
permitir que alcance la temperatura ambiente.

6.5.3.2. Solucion patrén de 0,1 ng/pL.

Medir un volumen apropiado de solucién patrén (6.5.3.1.) en un matraz volumétrico de 5 mL, dado que
se transfieran exactamente 500 ng de AFM;. Diluir al volumen con acetonitriio y mezclar bien. Esta
solucion es estable por 2 meses si es almacenada en refrigeracion (4°C).

6.5.3.3. Soluciones patrén de trabajo.

Medir un volumen apropiado de solucion patrén (6.5.3.1.) en un matraz volumétrico de 5 mL, dado que
se transfieran exactamente 50 ng de AFM,_ Diluir al volumen con acetonitrilo:agua (7:3) y mezclar bien
(solucién de 0,01 ng AFM,/uL). Preparar tres soluciones patrén de trabajo a 0,005; 0,0025 y 0,00125
ng/uL, diluyendo alicuotas de la solucién anterior 2, 4 y 8 veces, respectivamente, con agua-acetonitrilo
(7:3). Estas soluciones son estables 2 meses almacenadas en refrigeracion (4°C).

6.5.4. Extraccién de la AFM4 por medio de columnas de inmunoafinidad.

6.5.4.1. Firmemente conectar una columna de inmunoafinidad a la punta de una jeringa de vidrio
colocada en la bomba manual o al manifold de vacio.

6.5.4.2. Medir 50 mL de la muestra en el depésito de la jeringa y pasarla a través de la columna de
inmunoafinidad a un flujo aproximado de 2-3 mL/min.



6.5.4.3. Lavar la columna con 10 mL de agua destilada a un flujo aproximado de 2-3 mL/min. Pasar de
2-3 mL de aire a través del material de empaque. Descartar los lavados.

6.5.4.4. Desconectar el ensamble del vacio o suministro de aire y eluir lentamente la aflatoxina con 4
mL de acetonitrilo, controlando el flujo. Dejar el acetonitrilo en contacto con la columna por lo menos 3
minutos para asegurar la completa remocion de la toxina ligada. Esto se logra reflujando el acetonitrilo de
dos a tres veces. Colectar el eluido en un vial de 5 mL.

6.5.4.5. Evaporar a sequedad a 40°C bajo una corriente de nitrégeno. Adicionar al residuo 200 pL de
agua:acetonitrilo (7:3). Agitar y filtrar a través de un filtro de membrana de 0,45 um y proceder con la
cuantificacion por HPLC.

6.5.5. Cuantificacién por HPLC.
6.5.5.1. Encender todos los componentes del sistema de cromatografia.

6.5.5.2. Fijar los siguientes parametros cromatograficos de acuerdo con las instrucciones de operacion
del equipo:

Fase movil: Agua:isopropanol:acetonitrilo (80:12:8).
Flujo: 1 mL/min.
Volumen de inyeccién: 40 uL (equivalente a 10 mL de producto fluido o 1 g de producto deshidratado).

Detector de fluorescencia Excitacion: 360 nm.
Emision: 428 nm.

6.5.5.3. Purgar las bombas del sistema con cada uno de los componentes de la fase movil.

6.5.5.4. Correr la fase mévil a través de todo el sistema a un flujo de 1mL/min, hasta obtener una linea
base estable.

6.5.5.5. Inyectar 40 pL de la soluciéon de trabajo de AFM4 de la mayor concentraciéon (0,01 ng/uL) y
ajustar los controles del detector de fluorescencia para dar al menos un 80% de respuesta del registrador.
Repetir las inyecciones 2-3 veces hasta que las areas del pico son constantes. La aflatoxina eluye en un
tiempo aproximado de 9 minutos.

6.5.5.6. El dia del analisis, inyectar en secuencia, volumenes de 40 pL de cada solucion patréon de
trabajo y preparar una curva de calibracion graficando el area del pico contra la concentracién de AFM;
inyectada. Ajustar la curva por método de minimos cuadrados (regresion lineal).

6.5.5.7. Inyectar del mismo modo 40 pL de cada una de las muestras y determinar la cantidad de
AFM; en la muestra utilizando la ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion como sigue:

Y=mx+b
En donde:
Y = Area del pico correspondiente a la AFM4 en la muestra.
m = pendiente.
x = concentracién en ng/uL de AFM4 en la muestra.
b = ordenada al origen.
Despejar x, para obtener los ng/uL de AFM4 en la muestra.

6.5.5.8. Si el area del pico obtenido para la muestra es mayor que la obtenida para la solucién patron
de la mayor concentracion, preparar una solucién adecuada diluyendo con agua:acetonitrilo (7:3) y volver
a inyectar.

6.5.6. Determinacion de la eficiencia de las columnas de inmunoafinidad.

6.5.6.1. Medir 1 mL de la solucién de trabajo de AFM4 de 0,01 ng/uL en un matraz volumétrico de 10
mL y diluir al volumen agua:acetonitrilo (7:3). Mezclar bien y aplicar el volumen completo a la columna de
inmunoafinidad. Secar el material de empaque de la columna pasando de 2-3 mL de aire.

6.5.6.2. Eluir la AFMy con 4 mL de acetonitrilo y evaporar a sequedad a 40°C con la ayuda de
nitrégeno. Reconstituir con 1 mL de agua acetonitrilo (7:3).



6.5.6.3. Inyectar 40 pL al sistema HPLC bajo las condiciones descritas anteriormente. El lote de
columnas de inmunoafinidad es adecuado si la recuperacion de AFM4 es 80%.

6.6. Calculos:
Calcular la concentracion de AFM4 en la porcion de prueba, usando las siguientes formulas:
ng de AFM, en la muestra obtenidos de la curva

50 mL x (40 pL/200 uL)

ng AFM, /mL = ug AFM4 /L =

ng de AFM, en la muestra obtenidos de la curva

10

ng AFM; /mL = ug AFM /L =

Esta férmula es aplicable s6lo cuando ninguna dilucién ha sido efectuada. El factor de dilucion
correspondiente debe ser tomado en cuenta (por ejemplo en el andlisis de productos esterilizados o
cuando la muestra se sale del intervalo de la curva de calibracion).

6.7. Expresion de resultados.

pg de AFM4 /L

7. Determinacion de materia extrafia en leche, formula lactea o producto lacteo combinado.
7.1. Principio del método.

Los insectos enteros, fragmentos de los mismos, pelos de roedor o alguna materia extrafia se separan
de la muestra por filtraciéon para su identificacion al microscopio.

7.2. Equipo.
7.2.1. Balanza analitica con 0,1 mg de sensibilidad.
7.2.2. Equipo de filtracién al vacio.

7.2.3. Microscopio binocular estereoscopio con objetivos que pueden ser de 3, 6, 7 y 10 X, oculares
apareados de amplio campo visual de 10, 30 y 100 X, respectivamente.

7.2.4. Lampara para el microscopio o luz natural equivalente.
7.3. Materiales.

7.3.1. Embudo Bichner.

7.3.2. Matraz Kitazato.

7.3.3. Vasos de precipitados de 1000 mL.

7.3.4. Caja Petri.

7.3.5. Papel de filtracion rapida para conteo con lineas paralelas de aproximadamente 5 mm
de separacion.

7.3.6. Material comun de laboratorio.
7.4. Reactivos.

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico a menos que se indique otra
especificaciéon y por agua debe entenderse agua destilada.

7.4.1. Solucién de carbonato de sodio (Nay CO3) al 2%.

Disolver 2 g de carbonato de sodio en agua y llevar al volumen de 100 mL.

7.4.2. Solucién de oxalato de sodio (Nay C, Oy4) al 3%.

Disolver 3 g de oxalato de sodio Na, C,0O4 en agua y llevar al volumen de 100 mL.
7.4.3. Mezcla de glicerina:etanol 1:3 (v/v) (opcional).

7.5. Procedimiento.

7.5.1. Preparacion de la muestra.



7.5.1.1. Productos liquidos.
Mezclar bien todo el contenido de la muestra.
7.5.1.2. Productos deshidratados.

Pesar por duplicado 50 g de leche descremada o 65 g de leche entera y reconstituir ajustando el
volumen a 500 mL con agua a 40°C.

7.5.2. Determinacion.

7.5.2.1. Filtrar toda la muestra sobre un embudo de succion preparado con papel filtro para conteo,
tratando de vertirlo uniformemente.

7.5.2.2. Durante la filtracion lavar continuamente el papel filtro con agua a 80°C aproximadamente,
para evitar la acumulacién de particulas que tapen los poros del papel.

7.5.2.3. Pasar el papel filtro a una caja Petri y humedecerla con la mezcla glicerina-etanol (opcional).
Examinar al microscopio utilizando una luz suficientemente fuerte que muestre los detalles en el papel
filtro.

7.5.2.4. Contar con una aguja de diseccion sobre toda la superficie del papel, linea por linea y explorar
cada pieza del material dado que algunos fragmentos son irreconocibles a menos que se muevan.

7.6. Expresion de resultados.

7.6.1. Productos deshidratados.

Presencia o ausencia de insectos enteros, fragmentos de insectos,
pelos de roedor y cualquier materia extrafia que se
encuentre en 50 g 0 65 g de muestra

7.6.2. Productos liquidos.

Presencia o ausencia de insectos enteros, fragmentos de insectos,
pelos de roedor y cualquier materia extrafia que se encuentre
en la cantidad de mL que contenga el envase analizado

8. Determinaciéon de humedad en leche, férmula lactea o producto lacteo combinado, sometidas
a deshidratacion.

8.1. Principio del método.

Este método se basa en la pérdida de peso debido a la evaporacién del agua bajo condiciones
establecidas.

8.2. Equipo.

8.2.1. Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg.

8.2.2. Estufa eléctrica con regulador de temperatura a 100-102°C.

8.3. Materiales.

8.3.1. Desecador de vidrio con silica gel con indicador de humedad u otro desecante efectivo.

8.3.2. Capsulas de vidrio, acero inoxidable, niquel o aluminio de 50 a 90 mm de didmetro y de 12 a 25
mm de altura provistos de tapa que cierre herméticamente.

8.3.3. Pinzas metalicas especiales para las capsulas.
8.4. Procedimiento.
8.4.1. Preparacion de la muestra.

8.4.1.1. Cuando se tome la muestra operar tan rapido como sea posible. Evitar la absorciéon de
humedad del medio ambiente durante la preparacion de la muestra. Mezclar el producto transfiriéndolo a
un frasco seco y bien tapado con capacidad aproximada al doble del tamafio de la muestra. Mezclar
cuidadosamente agitando e invirtiendo repetidamente.

8.4.1.2. Sdélo para muestras que presentan grumos o terrones, tamizar la muestra a través de una
malla numero 20 y si es necesario frotar el material a través de la malla y golpear vigorosamente.



8.4.2. Preparacion de las capsulas.

Secar las cépsulas destapadas en una estufa controlada a 100-102°C por una hora. Taparlas
e introducirlas en un desecador y dejarlas enfriar a temperatura ambiente. Pesarlas con una precision
de 0,1 mg.

8.4.3. Secado de las muestras.

En las capsulas previamente secadas y pesadas, pesar con exactitud y distribuir homogéneamente
de 1 a 3 g de muestra. Secar en estufa (100-102°C) durante 4 horas consecutivas, dejando las capsulas
descubiertas, pero manteniendo las tapas correspondientes identificadas cerca de ellas. Al término del
periodo, cubrir las capsulas con sus respectivas tapas e introducirlas en el desecador. Enfriar a
temperatura ambiente y pesar.

8.5. Calculos.

m,- m
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o

En donde:

Mg = masa en gramos de la capsula y la tapa.

m4 = masa en gramos de la capsula y tapa con la muestra antes de secar.

m, = masa en gramos de la capsula y la tapa con la muestra después de secar.

8.6. Expresion de resultados.

% Humedad

9. Determinacion de vitamina Ds.

Seguir el método incluido en el Apéndice Normativo B, apartado 2 de la NOM-131-SSA1-1995,
Alimentos para lactantes y nifios de corta edad. Disposiciones y especificaciones sanitarias y
nutrimentales, pero con las siguientes modificaciones:

Preparacién de la muestra.

En el caso de productos deshidratados reconstituir con agua, de acuerdo con las instrucciones
sefialadas en la etiqueta o 130 g de producto llevado a 1 L con agua. Disolver y agitar la muestra a fin de
homogeneizarla por completo.

Medir de preferencia por duplicado una cantidad de muestra que contenga de 0,5 a 1 g de vitamina D3
(20 a 40 UI).

Céalculos.

El contenido de vitamina D3, expresado en unidades internacionales por L de producto es igual a:

hp x C x Vo x V, x 1000

Ul vitamina D3/L =
hs x m x V,

En donde:

m= Toma de muestra en mL.

hp= Altura del pico de la muestra, en mm.

hs= Altura del pico de la solucién patrén, en mm.

C= Concentracion de la solucién de patrén inyectado, en Ul/mL.

Vo = Volumen en el cual ha sido diluido el residuo antes de la cromatografia preparativa (en general
5 mL= matraz aforado).

V4 = Volumen del extracto inyectado en la columna preparativa (en general 0,5 mL=volumen de loop
de inyeccion).



V5 = Volumen en el cual ha sido diluida la fracciéon después de la cromatografia preparativa
(en general 0,3 mL).

Expresion de resultados.

pg vitamina D3/L
1Ul= 0,025 pg vitamina D3 (Colecalciferol)

APENDI CE NORMATI VO B
DE LOS METODOS DE PRUEBA
PARA PRODUCTOS DESHIDRATADOS O EN POLVO
1. Determinacion de coliformes totales en placa.

Seguir con lo establecido en la NOM-113- SSA1-1994, citada en el apartado de referencias, pero
inoculando 5 placas con 2 mL de la dilucion 10-1. Contar las colonias encontradas en cada placa y
reportar la suma de UFC por gramo.

2. Determinacién de E. coli.

Cuando la cuenta de coliformes en placa sea 10, confirmar la presencia de E. coli siguiendo el
método del Numero Mas Probable (NMP), establecido en la NOM-145-SSA1-1995, sefialada en el
apartado de referencias.

3. Determinacion de enterotoxina estafilococcica por el método de Elisa.
3.1. Principio del método.

Este método se basa en un inmunoensayo visual el cual proporciona una prueba rapida (4 h), sensible
(1,0 ng o mas por mL o g), y especifica para la identificacion de las enterotoxinas A-E estafilocdccicas.
Sin embargo, con esta prueba no se identifican los serotipos de enterotoxina, en forma individual. La
prueba de Elisa se realiza en configuracion de “sandwich”.

3.2. Equipo.

3.2.1. Equipo TECRATM,

3.2.2. Incubadora a 35-37°C.

3.2.3. Omnimixer, licuadora (o equivalente) para la preparacion de los extractos de alimentos.
3.2.4. Centrifuga a 1000 -3000 x g.

3.2.5. Agitador de microplacas (opcional).

3.2.6. Lector de microplacas (opcional).

3.2.7. Balanza.

3.3. Materiales.

3.3.1. Algoddn absorbente.

3.3.2. Micropipetas de 50-200 pL y 5-20 pL.

3.3.3. Puntas de plastico para micropipeta.

3.3.4. Plastico para envolver o sellar recipientes de plastico.
3.3.5. Papel pH (intervalo 0-14).

3.3.6. Frascos de plastico de 500 mL.

3.3.7. Jeringas de plastico de 25 mL.

3.3.8. Tubos para centrifuga.

3.3.9. Tubos de polipropileno de 12 x 75 mm.

3.3.10. Polietilen glicol (PEG, peso molecular de 15,000-20,000).
3.3.11.Tubo de didlisis (12,000-14,000 peso molecular exclusion).



3.3.12. Vasos de precipitados de 250 mL.

3.3.13. Filtros tipo jeringa (para filtrar los alimentos). Preparar jeringas de plastico desechables (0,25
mL) e insertar suficiente cantidad de algodén absorbente, para hacer un empaque de 0,5 cm. Pasar 5,0
mL de agua destilada, presionar con el émbolo para asegurarse de formar un paquete firme. Preparar
inmediatamente antes de filtrar los extractos de alimento, para tratar con el aditivo provisto con el equipo.

3.3.14. Placa de 48 o0 96 pozos recubiertos con el grupo de antisueros *.
3.3.15. Soporte para sostener la placa *.

3.3.16. Instructivo del método *.

3.3.17. Comparador de color *.

9.3.18. Hoja de resultados *.

* Materiales suministrados por el fabricante.

3.4. Reactivos.

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico a menos que se indique otra
especificaciéon y por agua debe entenderse agua destilada.

3.4.1. Solucion amortiguadora Tris 0,25 M (30,28 g TRIS/L, pH 8,0).
3.4.2. Solucion de hidréxido de sodio 1,0 N (NaOH).

3.4.3. Acido clorhidrico (HCI).

3.4.4. Agua destilada o deionizada.

3.4.5. Hipoclorito de sodio.

3.4.6. BHI con 0,7% de agar (m/v).

3.4.7. Solucioén de lavado. Contiene: 1,5 g de tris(hidroximetil) aminometano (Tris), 6g de NaCl, 2,0 g
polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20), y 0,001 g de timerosal en 25,0 mL de H,0O *.

3.4.8. Aditivo para la muestra. Es una solucién que contiene: 2 g de Tween 20 y 0,001 g de timerosal
en 6,0 mL de H,O *.

3.4.9. Control positivo: Diluir 25 pL de control positivo concentrado (toxina estafilocdccica tipo B, 0,1 g
NasB407, 0,1 g de NaCl y 0,001 g de timerosal en 4,0 mL de H,0), en 2,5 mL de sol. de lavado (3.5.2.1.)

3.4.10. Control negativo. Contiene: 0,0072 g de Tris, 0,1 g de NaCl, 0,001 g de timerosal y 0,01 g de
Tween 20 en 6,0 mL de H,0 *.

3.4.11. Diluyente del Conjugado. Contiene: 0,2 g Na,B4O, 0,1 g de NaCl, 0,1 g de gelatina, y 0,001 g
de timerosal en 13,5 mL de H,0 *.

3.4.12. Conjugado liofilizado. Un frasco que contiene antisuero polivalente (A-E) liofilizado, conjugado;
0,003g de Na,B407, 0,002 g de CaCl,, y 0,0001 g de timerosal. Para su uso, agregar al frasco 13 mL del
diluyente (3.4.11.) *.

3.4.13. Diluyente del Substrato. Cada 26 mL de H,O contienen 0,2 g de acido acético y 0,01 g de

3.4.14. Substrato. Un frasco de liofilizado que contiene; 0,01 g de 2,2°-di-azino(sulfonato de 3-etil
benzotiazolin), 0,01 g de EDTA, y 0,1 g de NaH,PO,4. Para su uso, agregar al frasco 26 mL del
diluyente (3.4.13.) *.

3.4.15. Solucién para detener la reaccion (solucion stop). Cada 6,0 mL contienen; 1,5 g de NaF en 6,0
mL de agua *.

* Reactivos suministrados por el fabricante.

3.5. Procedimiento.

3.5.1. Preparacion de las muestras.

3.5.1.1. Productos fluidos y productos deshidratados.

Pesar 25 g de leche deshidratada y agregar 125 mL de solucion Tris 0,25 M pH 8.0 (3.4.1.). Continuar
como se indica para leche fluida. En muestras de 5,0 mL, verificar que el pH esté en un intervalo de 7,0-



8,0. Agregar 50 pL de aditivo (3.4.8.). En el caso de extractos mas claros, ajustar el pH a 4,0 con HCI
concentrado. Para muestras de leche de 50 mL, verificar que el pH esté en un intervalo de 7,0-8,0.
Agregar 50 pL de aditivo (3.4.8.). Centrifugar la muestra 10 min a 1000-3000 x g. Decantar el extracto y
pasar 5,0 mL aproximadamente, a través de una jeringa empacada con algodon absorbente humedecido
previamente, y recibir en un tubo de polipropileno. Ajustar nuevamente el pH a 7,0-8,0 (usar papel pH).
Agregar 50 uL de aditivo (3.4.8.) y mezclar.

3.5.1.2. Ingredientes deshidratados.

Agregar 125 mL de solucién Tris 0,25 M pH 8,0 a 25 g de muestra, homogeneizar en licuadora
(a velocidad alta), durante 3 min. Centrifugar la muestra 10 min a 1000-3000 x g y recoger el extracto
(sobrenadante). Quitar el émbolo de la jeringa de plastico que contiene el empaque de algoddn
absorbente humedecido previamente y con cuidado, pasar el extracto a través del empaque y recibir el
eluido.
Tomar 5,0 mL de eluido y ajustar el pH a 7,0-8,0. Agregar 50 uL de aditivo, y mezclar.

3.5.1.3. Quesos.

Agregar 50 mL de agua a 25 g de muestra y homogeneizar en licuadora durante 3 min a velocidad
alta. Ajustar, con HCI concentrado, a pH 4 (usar papel pH). Centrifugar la muestra durante 10 min a 1000-3000 x
g. Quitar el émbolo de la jeringa de plastico que contiene el empaque de algodén absorbente humedecido
previamente, y pasar 5 mL del extracto a la jeringa. Insertar el émbolo y con cuidado pasar el extracto a
través del empaque y recibir el eluido. Tomar 5 mL del eluido, y agregar solucién de NaOH para ajustar
a pH 7,0-8,0; agregar 50 pL de aditivo, y mezclar.

3.5.1.4. Otros alimentos.

Agregar 50 mL de solucion Tris 0,25 M pH 8,0 a 25 g de muestra, y homogeneizar en licuadora
durante 3 min a velocidad alta. Centrifugar la muestra durante 10 min a 1000-3000 x g. Quitar el émbolo
de la jeringa
de plastico que contiene el empaque de algodén absorbente humedecido previamente, y pasar 5,0 mL de
extracto a la jeringa, insertar el émbolo y con cuidado presionar el émbolo y recoger el eluido. Tomar 5 mL
del eluido, ajustar a pH 7,0-8,0, si es necesario; agregar 50 pL de aditivo, y mezclar.

Nota 1:
Preparar los extractos de alimentos inmediatamente antes de realizar la prueba.
Precauciones generales.

En caso de alimentos crudos fermentados, procesados o enlatados, con evidentes defectos; o de
cultivos fluidos obtenidos en el laboratorio, que pudieran dar como resultado el crecimiento de
microorganismos productores de peroxidasa, es necesario, antes de hacer la determinacion de toxina,
verificar si los extractos de alimentos o preparados a partir del cultivo en el laboratorio, contienen
peroxidasa, debido a que esta enzima podria interferir con la interpretacion de los resultados.

Para determinar la presencia de peroxidasa, agregar 50 pL del substrato (3.4.14.), en una placa de
microtitulacién sin tratar (no contiene anticuerpos para la enterotoxina estafilocdccica). Dejar en reposo
10 min. Si el color cambia a azul o azulverdoso, indica que la muestra contiene peroxidasa intrinseca; la
cual debe inactivarse. Si la muestra permanece incolora (o con el color original), realizar el analisis de
enterotoxina. Para inactivar la peroxidasa intrinseca, preparar una solucion al 30% (m/v) de azida de
sodio y agregar 1 mL de esta solucién a 4 mL de muestra (la concentracion final de la azida de sodio es
de 6% (m/v). Mezclar y agregar un poco de aditivo (3.4.8.), dejar en reposo 1-2 min a temperatura del
laboratorio
(20-25°C). Repetir la prueba para determinar presencia de peroxidasa, como se describié anteriormente.
Si la reaccidn es incolora o presenta el color original, continuar con la prueba.

Precaucion:
Desechar los materiales que contienen azida de sodio, de acuerdo con la NOM.
Nota 2:

Para alimentos crudos (ejemplo: verduras), seguir las precauciones generales sefaladas
anteriormente.

3.5.2. Preparacion de reactivos.

3.5.2.1. Reconstituciéon de la solucion de lavado.



Diluir, en un frasco de reactivos la soluciéon concentrada (como lo indique el fabricante), con agua
destilada o deionizada, para obtener 2 L. Utilizar esta "solucién de lavado" para lavar los pozos y diluir el
control positivo. Es recomendable el uso de pizeta. Almacenar a 4°C, cuando no se use.

3.5.2.2. Preparacion del conjugado.

Agregar el diluyente del conjugado y rehidratar a temperatura del laboratorio. Mezclar suavemente.
Esta preparacion es el "Conjugado reconstituido”.

3.5.2.3. Preparacion del substrato.

Disolver el substrato con el diluyente (3.4.13.), asegurarse que el contenido se haya disuelto
completamente. Dejar a la temperatura del laboratorio (20-25°C), antes de su uso.

Precauciones generales:

¢ Observar la fecha de caducidad del equipo adquirido. Es la ultima fecha en la cual el producto
debe utilizarse. Preparar todos los reactivos con cuidado y anotar la fecha de reconstitucion, en
la etiqueta externa de la caja. Usar los reactivos dentro de los 65 dias a la fecha anotada en la
etiqueta. Refrigerar todos los componentes (2-8°C) cuando no estén en uso. NO CONGELAR.

* El equipo de inmunoensayo visual esta preparado para utilizarse como una unidad integral; por
tanto, no se deben mezclar los componentes de diferentes lotes.

. Utilizar puntas nuevas para cada muestra de alimento. Evitar la contaminacién cruzada al llenar
los pozos. Si se usan propipetas de plastico para distribuir el conjugado y el substrato, se deben
mantener siempre por separado. Asegurarse de no confundir las tapas de los reactivos.

. Usar controles positivos y negativos en cada prueba.

. Preparar recipientes con solucién al 2% de hipoclorito de sodio para desechar todas las
muestras y materiales que contengan toxina.

* Mantener los pozos removibles que no se usen dentro del paquete y volver a sellar con cinta,
después de cada uso.

3.5.3. Determinacioén de la enterotoxina.
3.5.3.1. Preparacion de los pozos.

Tomar del paquete el nUmero necesario de pozos; uno para cada muestra, uno para control positivo y
uno para control negativo. Si se requiere, pueden utilizarse pozos adicionales (control positivo y negativo
en alimento).

3.5.3.2. Prelavado.

Con la ayuda de una pizeta llenar cada pozo con solucién de lavado y dejar en reposo durante 10
minutos a la temperatura de laboratorio (20-25°C). Vaciar los pozos por inversion rapida del soporte
(placa); eliminar completamente todo residuo de liquido, golpeando varias veces, firmemente hacia abajo
la placa, sobre una toalla de papel absorbente.

3.5.3.3. Colocacion de las muestras.

Pasar alicuotas de 200 puL de los controles y muestras (extractos de alimento o de cultivos) dentro de
pozos individuales. Registrar la posicion de cada muestra en la hoja de registro especifica. Golpear
suavemente la placa para asegurarse de la distribucidn homogénea y del contacto de las muestras con
las paredes de los pozos; el uso de un agitador de microplacas durante 30 segundos, es opcional. Cubrir
los pozos con una pelicula plastica, estirable, autoadherible o sello especial de microplacas; para evitar la
evaporacion. Incubar 2 hrs. a 35-37°C.

3.5.3.4. Segundo lavado.

Presionar firmemente los pozos en la placa e invertir rapidamente. Vaciar el contenido de los pozos en
el recipiente de desecho (con hipoclorito de sodio al 2%). Eliminar el residuo de liquido golpeando
enérgicamente, varias veces la placa invertida, sobre una toalla de papel absorbente; llenar
completamente los pozos con solucidon de lavado, y repetir el lavado en la misma forma, de 2 a 3 veces
mas y finalmente vaciar los pozos.

Nota 3:



El lavado profundo de los pozos es un paso critico y asegurara una clara interpretacién de los
resultados.

3.5.3.5. Adicion de conjugado.

Agregar 200 uL del conjugado reconstituido (enzima) a cada pozo. Volver a cubrir la placa e incubar 1
h a temperatura de laboratorio (20-25°C). Vaciar las placas y lavar profundamente, 5 veces, como se
describié anteriormente (3.5.3.4.).

3.5.3.6. Adicion del substrato.

Agregar, a cada pozo, 200 pL del substrato reconstituido. Dejar a temperatura del laboratorio (20-
25°C) durante 30 min, como minimo, hasta que el control positivo alcance la maxima absorbancia (mayor
a 1,0) o al color mas intenso que el numero 4 del comparador de color. El desarrollo de color tiende a
concentrarse alrededor de las orillas de los pozos. Para obtener resultados mas precisos, golpee con
suavidad los extremos de la placa, con el propdsito de que el contenido de los pozos se mezcle bien
antes de la lectura. Agregar a cada pozo 20 pL de solucién stop; golpear con suavidad, para mezclar los
contenidos.

3.5.3.7. Determinar los resultados visualmente o mediante un lector de microtitulacion.
3.6. Interpretacion de los resultados:

3.6.1. Colocar la placa que sostiene los pozos sobre un fondo blanco. Comparar el color de cada pozo
con el comparador de color. El control positivo de toxina (y el control positivo de alimento, si se uso)
deben dar un color verde intenso, lo que indica que todos los reactivos han funcionado. Si el control
negativo es significativamente mas oscuro que el representado en comparador de color, significa que
hubo, probablemente, un lavado inadecuado y la prueba debe repetirse.

3.6.2. La muestra se considera positiva, si cumple los siguientes criterios:

. El control negativo esta dentro del intervalo de color negativo, representado en el comparador de
color, y

. Las muestras presentan un color verde o azul mas oscuro que el intervalo negativo representado
en el comparador de color.

3.6.3. La prueba de enterotoxina se considera negativa, si se cumplen los siguientes criterios:

. El control negativo esta dentro del intervalo de color negativo, representado en el comparador de
color, y

. La muestra es incolora o tiene el color dentro del intervalo negativo, representado en el
comparador de color.

3.7. Expresion de resultados.

Prueba positiva o negativa para enterotoxina estafilocdccica

Cuando se obtengan resultados positivos, éstos tendran que ser confirmados por el método de doble
difusion en gel en laminilla, establecido en la NOM-115-SSA1-1994, sefialada en el apartado de
referencias.

APENDI CE | NFORMATI VO A

A. PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA Y DESCONTAMINACION DEL MATERIAL DE VIDRIO Y AREA DE
TRABAJO PARA LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS

1. Objetivo

Por la naturaleza y potenciabilidades téxicas de las aflatoxinas es importante establecer directrices
para la descontaminacion del area de trabajo, material y equipo utilizados, asi como los procedimientos a
seguir para neutralizar derrames y remanentes de extractos de las muestras.

El trabajo de limpieza y descontaminacion seréa realizado por personal capacitado y que cuente con
equipo protector como una bata, guantes impermeables y lentes protectores.

2. Descontaminacion del material de laboratorio



Todo el material de vidrio del laboratorio que haya sido utilizado durante el analisis debe sumergirse
en una solucién de hipoclorito, el cual se prepara diluyendo una parte de solucién comercial de hipoclorito
de sodio o clarasol (con una concentracion entre 5 y 6%) con 10 partes de agua, por ejemplo mezclar 100
mL
de blanqueador comercial con 1000 mL de agua.

Después del tratamiento, el material debe enjuagarse abundantemente con agua corriente seguido de
agua destilada, secar por escurrimiento o en estufa de 90-100°C.

3. Descontaminacion del area de trabajo

La superficie de las mesas de trabajo y las paredes en las que pudiera haberse contaminado de leche
con aflatoxinas, deben limpiarse con una toalla desechable impregnada en soluciéon de hipoclorito de
sodio o solucién blanqueadora comercial después de cada sesion.

4. Descontaminacién de material desechable

Todo el material desechable como son las columnas y placas deben sumergirse durante un minimo de
5 min en una solucién de hipoclorito de sodio utilizando una parte de blanqueador comercial y diez partes
de agua. La solucion descontaminadora ya usada debe eliminarse por el drenaje y los materiales desechables
tratados deben empacarse en una bolsa de plastico sellada para colocarse en el depésito de desechos.

5. Tratamiento de derrames

Los derrames de soluciones de aflatoxinas deben tratarse inmediatamente con hipoclorito de sodio o
blanqueador doméstico y vertirlo directamente del envase, recoger los liquidos con un papel absorbente,
el cual también se colocara en una bolsa de plastico.

6. Tratamiento de remanentes de extracto de muestras

Una vez que se ha separado una alicuota del extracto de la muestra es frecuente que permanezca un
remanente del mismo. Estos restos de extractos deben tratarse con una cantidad de blanqueador
equivalente a la unidad del volumen del residuo a tratar. Los liquidos resultantes se deben acumular en
un recipiente para desechos liquidos y eliminarse en un lugar destinado especialmente para este
proposito.

APENDI CE | NFORVATI VO B
B. LISTA DE SUSTANCIAS DESINFECTANTES RECOMENDADAS

No. Solucién acuosa de: Concentracion max. Condiciones
del ingrediente activo de empleo
1 Hipoclorito célcico, sédico o potasico, 200 mg/kg de halégeno calculado en cloro. | Escurrir después del
con o sin bromuro célcico, sédico tratamiento.
0 potasico. No precisa aclarado final
2 | Acido diy tricloroisocianurico, o sales 100 mg/kg de halégeno calculado en cloro. | Comoen 1

potésicas o sddicas de estos acido con o

sin bromuro potasico, calcico o sodico.

3 | Yoduro potasico, p-toluensulfocloramida | 25 mg/kg de yodo valorable; el nivel de los | Comoen 1
sodica y lauril sulfato sédico. componentes no debe superar el minimo

preciso para obtener el efecto funcional

deseado.




yodo butoxi-monoéter de etilenglicol +
butoximono-éter de propilenglicol+
butoximonoéter de polialquilenglicol,
teniendo un punto de niebla de
90-100°C. en solucién al 0.5% y un peso
molecular medio de 3,300 y
monobutiléter de etilenglicol.
Monoetil-éter de dietilenglicol se puede

adicionar como componente opcional.

25 mg/kg de yodo. Los adyuvantes
utilizados con el yodo no deben de superar
la cantidad minima necesaria para obtener

el efecto funcional deseado.

Comoen 1

Yodo, &cido hidroyddico -(p-monofenil-
W-hidroxipolil (oxietileno) (peso
molecular medio 748) y/o polioxietilen-
polioxipropileno tipo copolimerizacion en
bloque (peso molecular medio minimo
1,90). Alcohol isopropilico se puede

adicionar como componente opcional.

Como en 4

Comoen 1

Yodo, yoduro de sodio,
dioctilsulfosuccinato de sodio y
polioxietilen-polioxipropileno tipo
copolimerizacién en bloque (peso

molecular medio minimo 1,900).

Como en 4

Comoen 1

Acido dodecilbencenosulfénico,
polioxietilen-polioxipropileno, tipo
copolimerizacién en bloque (peso

molecular medio minimo 2,800).

400 mg/kg de acido dodecil-benceno-
sulfénico y 80 mg/kg de polioxietilen-
polioxipropileno, tipo copolimerizacion en

blogue (peso molecular medio minimo 2,800).

Estas soluciones se emplean
en la limpieza de equipo y
utensilios, asi como en
botellas y envases para
leche; no precisan aclarado

final.*

Yodo, butoxi-monoéter de etilen
glicol+butoxi-monoéter de
propilenglicol+butoximono-éter de
polialquilenglicol, con un peso molecular
medio minimo de 2,400, y -lauril-W-
hidroxipoli (oxietileno) con un promedio
de 8-9 moles de 6xido de etileno y un
peso molecular medio de 400.

Como en 4

Estas soluciones se emplean
en la limpieza del equipo y
utensilios, asi como de
envases de leche y otras
bebidas. Como aclarado
preliminar se puede utilizar
agua a la que se ha afadido
esta solucion. No se debe
emplear en el enjuagado
final.*




9 | Cloruro de n-alquil-(C12 a C1g) 200 mg/kg de compuestos de amonio Comoen 1
bencildimetil-amonio, con un promedio cuaternario activos.
de peso molecular de 351-380 y
conteniendo principalmente cadenas de
los grupos alquilo con 12 a 16 4tomos
de carbono, con o sin grupos alquilo de 8
a 10 atomos de carbono, en una
proporcion maxima de 1% respecto a los
de 12-16. Se puede afadir como
componente opcional alcohol
isopropilico.

10 | Tricloromelamina y lauril sulfato sédico o | Tricloromelamina, en cantidad no superior a | Estas soluciones se emplean
acido dodecilbenceno sulfonico. la necesaria para producir 200 mg/kg de en la limpieza de envases

cloro y lauril sulfato sédico, a un nivel que para bebidas, excepto leche,
no exceda del minimo requerido para que asi como en la higienizacion
se presente el efecto funcional deseado o, del equipo y utensilios y otros
acido dodecilbenceno sulfénico en materiales, que puedan
proporcién no superior a 4000 mg/kg contactar con alimentos. No
precisan aclarado final.*

11 | Volumenes iguales de cloruro de n-alquil | 200 mg/kg de compuestos de amonio Estas soluciones se utilizan
(C12 a C1g) bencildimetilamonio y cuaternarios activos. en el tratamiento de equipo y
cloruro de n-alquil (C12 a C1g) utensilios, asi como las
dimetilbencilamonio, con un peso superficies que contactan los
molecular medio de 384. alimentos, en

establecimientos de comidas
publicas. No precisan
aclarado final.*

12 | Sal sédica del acido oleico sulfonatado, 200 mg/kg de acido sulfonatado, sal sddica. | Esta solucion se utiliza para
polioxietileno-polioxipropileno tipo botellas u otros envases de
copolimerizacién en bloque, con un peso vidrio para leche, asi como
molecular medio de 2,000 y con 27 a 31 para el equipo y utensilios
moles de polioxipropileno. empleados en la elaboracion

de alimentos. Los articulos

tratados con esta solucion se

deben escurrir durante 15

min antes de ponerlos en

contacto con los alimentos.

No precisa aclarado final.*
13 | Yodo y alquil (C42 - C15) monoéter de Como en 4 Comoen1

etilen y propilenglicol+ monoéter de
polialquilenglicol, con un punto de niebla
de 70-77°C en solucion acuosa al 1% y

con un peso molecular medio de 807.




14

Yodo, butoxi-monoéter de etilen y
propilenglicol+butoximonoéter de
polialquilenglicol, con un punto de niebla
de 90-100°C, en solucién acuosa al 0,5%
y con un peso molecular medio de 3,300
y polioxietileno-polioxipropileno, tipo
copolimerizacion en bloque, con un peso

molecular medio minimo de 2,000.

Como en 4

Comoen 1

15

Hipoclorito de litio

290 mg/kg de cloro y 30 mg/kg de litio.

Comoen 1

16

Cantidades iguales de cloruro de n-alquil
(C12-C18) bencil-dimetil-amonio y
cloruro de n-alquil (C12 a C14)-dimetil-
(etil-bencil)-amonio (con pesos
moleculares medios de 377-384). De
forma opcional se puede adicionar
etilen-diaminote-tracetato tetrasddico y/o
o-(p-nonil-fenol)-w-hidroxipoli (oxietileno

con un contenido de 11 moles.

200 mg/kg de compuestos de amonio

cuaternario activo.

Comoen 1

17

Cloruro de di-n-alquil (Cg - C10)-
dimetilamonio y alcohol isopropilico, con

un peso molecular medio de 332-361

150 mg/kg de compuestos de amonio

cuaternario activo.

Comoen 1

18

Cloruro de n-alquil (C12 -C4g) bencil-
dimetil-amonio, metaborato sédico,
a-terpinol y a-p-(1,1,3,3 tetrametil-
butil)fenil-w-hidroxipoli (oxietileno),
producido con 1 mol de fenol y 4-14

moles de o6xido de etileno

200 mg/kg de compuestos de amonio

cuaternario activos y 66 mg/kg de

a-(1,1,3,3 tetrametil-butil)fenil-w-hidroxipoli

(oxietileno).

Comoen 1

19

Di-cloro-iso-cianurato sédico y etilen-

diamino-tetracetato tetrasédico.

100 mg/kg de cloro.

Como en 11

20

o-fenil-fenol, o-bencil-p-cloro fenol,
p-amilfenol, sulfato de a-alquil- (C12 a
C15)-w- hidroxipoli- (oxietileno) y sodio
con un contenido medio de polioxietileno
de 1 mol, sales potasicas de acidos
grasos de aceite de coco y alcohol

isopropilico o hexilenglicol.

800 mg/kg de fenoles activos totales, que
comprenden 400 mg/kg de o-fenil-fenol 320
mg/kg de o-bencil-p-clorofenol y 80 mg/kg

de p-amifenol terciario.

Unicamente para

aplicaciones de un solo uso.

21

Dodecil-benceno-sulfonato sédico.

Entre 25 y 430 mg/kg del producto.

Comoen 1

*En otros paises, entre los que no se incluyen Estados Unidos, es obligatorio

agua después de aplicar la solucion desinfectante.

el aclarado final con

Los fabricantes podran emplear otras sustancias para la limpieza y desinfeccién de equipo, siempre y

cuando se asegure que los productos obtenidos son inocuos para el consumidor.

APENDI CE | NFORVATI VO C

1. Célculos de nutrimentos

1.1. Calculos de energia.

1.1.1. La cantidad de energia que se indique, debe calcularse utilizando los siguientes factores de

conversion:




Hidratos de carbono (carbohidratos).

17 kJ o0 4 kcal/g.

Proteinas.

17 kJ o 4 kcal/g.

Lipidos(Grasas).

38 kJ 0 9 kcal/g.

1.2. Célculo de proteinas.

La cantidad de proteinas que se indique, debe calcularse utilizando la siguiente ecuacion:
Proteina = Contenido total de nitrdgeno determinado por Kjeldahl x 6,25.

1.3. Calculos de nutrimentos.

Se deben calcular de conformidad con lo establecido en el apéndice normativo C de este
ordenamiento, el cual figurara como se sefiala a continuacion:

1.4. Célculos de nutrimentos.
1.5. Calculos de energia.

1.5.1. La cantidad de energia que se indique debe calcularse utilizando los siguientes factores de

conversion:
Hidratos de carbono (carbohidratos).
17 kJ o0 4 kcal/g.
Proteinas.
17 kJ o0 4 kcal/g.
Lipidos(Grasas).
38 kJ 0 9 kcal/g.
1.2. Célculo de proteinas.
La cantidad de proteinas que se indique, debe calcularse utilizando la siguiente ecuacion:
Proteina = Contenido total de nitrégeno determinado por Kjeldahl x 6,25.
1.3. Calculo de vitaminas.
Vitamina A.
1 Ul de vitamina A es equivalente a 0,3 g equivalentes de retinol (all trans Retinol).
Vitamina D3

1Ul de vitamina D3 es equivalente a 0,025 pg de colecalciferol.



