Apéndice A Normativo
De los métodos de prueba
Símbolos y Términos abreviados
Cuando en este Apéndice Normativo se haga referencia a los siguientes símbolos y abreviaturas se entenderá por:
cm	centímetro
g	gramo
h	horas
L	litro
±	más menos
min	minuto
mL	mililitro
mm	milímetro
N	normal
nm	nanómetro
p/v	peso en volumen
	alfa
ºC	grados Celsius
%	por ciento
A.1. Determinación de la -amilasa
A.1.1 Fundamento
La reacción de la -amilasa en relación con el tratamiento térmico del huevo entero es análoga a la reacción de la fosfatasa que se emplea para ensayar la eficacia de la pasteurización de la leche. Se basa en el hecho de que el calor destruye la actividad de la -amilasa en el huevo entero en proporción al grado de tratamiento térmico aplicado.
La relación tiempo-temperatura debe ser la adecuada para destruir las salmonelas.
Cuando el huevo entero no es tratado se mezcla con una solución de almidón, la -amilasa presente degrada el almidón, de modo que la coloración violeta azulada normal que aparece cuando se mezcla yodo y almidón, no se produce. La intensidad de la coloración violeta azulada varía en razón inversa a la cantidad de la -amilasa presente, es una prueba del grado de tratamiento térmico aplicado a la mezcla de huevo entero cuando se pasteuriza y proporciona una demostración de que se ha alcanzado una combinación satisfactoria tiempo-temperatura.
A.1.2 Determinación
La muestra de huevo líquido debe examinarse lo antes posible después de recibido en el laboratorio, pero debe dejarse que adquiera la temperatura ambiente, antes de hacer el análisis.
Si la muestra de huevo líquido ha de guardarse antes de hacer el análisis, debe mantenerse por debajo de los 4,0 °C y colocarse a temperatura ambiente antes de efectuar la prueba.
Todas aquellas muestras que presenten señales de alteración o prueba de que están deterioradas, no deben analizarse.
Una muestra que contenga cualquier azúcar, ácido cítrico o algún citrato o cualquier sustancia que contenga azúcar, ácido cítrico o cualquiera de sus sales, no deberá enviarse para realizar el análisis, puesto que estas sustancias interfieren con la reacción.
Precauciones:
Debe emplearse agua destilada o desionizada en la preparación de los reactivos o en la dilución de los mismos.
Debe evitarse la contaminación del huevo líquido o de los reactivos con saliva.
Todo el material de vidrio deberá estar limpio y seco antes de su uso.
Para cada muestra de huevo líquido debe emplearse una pipeta recién preparada.
Debe evitarse la contaminación de las pipetas con saliva.
En caso de que una muestra no pase la prueba, todo el material de vidrio que haya estado en contacto con el huevo líquido debe esterilizarse y limpiarse como se indica en el punto A1.6.1, de esta Norma.
A.1.3 Preparación de la muestra:
A.1.3.1 Productos de huevo
A.1.3.1.1. Productos líquidos
A.1.3.1.1.1 Huevo entero pasteurizado. - La muestra original
A.1.3.1.1.2 Yema líquida pasteurizada. - Diluir 5 mL de yema con 10 mL de agua
A.1.3.1.1.3 Clara líquida pasteurizada. - Diluir 5 mL de clara con 20 mL de agua
A.1.3.1.2. Productos deshidratados
A.1.3.1.2.1 Huevo entero deshidratado.- Mezclar 20 g de huevo seco con 60 mL de agua; tomar 15 mL para la prueba.
[bookmark: _GoBack]A.1.3.1.2.2 Yema deshidratada.- Mezclar 10 g de yema deshidratada con 50 mL de agua; tomar 15 mL para la prueba.
A.1.3.1.2.3 Clara deshidratada.- Mezclar 5 g de yema deshidratada con 50 mL de agua; tomar 15 mL para la prueba
A.1.4 Reactivos
A.1.4.1 Solución de almidón. Almidones diferentes dan una ligera variación en el resultado, que puede influir en el tono y en la intensidad del color producido. Esta variación no influye en modo alguno en el fundamento de la reacción. La solución de almidón debe prepararse del modo siguiente:
Pesar una cantidad de almidón soluble de calidad grado reactivo equivalente a 0,70 g de almidón seco.  El contenido de humedad del almidón debe determinarse secando una muestra a 100 °C durante 16 h  (o a 160 °C durante 1 h).
Mezclar esta cantidad de almidón con agua hasta obtener una consistencia cremosa fina. Pasar toda la cantidad de esta crema a unos 50 mL de agua en ebullición, hervir durante 1 min y enfriar por inmersión en agua fría. Agregar tres gotas de tolueno y diluir con agua hasta 100 mL en un matraz volumétrico.
Esta solución no debe emplearse después de quince días de preparada.
A.1.4.2 Solución de yodo.
A.1.4.2.1 Soluciones de reserva más concentradas.
La solución de yodo puede prepararse a partir de 12.69 g de yodo disuelto en una solución de 25 g de yoduro de potasio en 30 mL, aforar a un litro con agua destilada para dar una solución 0.1 N.
A.1.4.2.2 Yodo 0,001 N.
El yodo y yoduro de potasio se disuelven en agua de modo que contengan en 1000 mL
Pesar las siguientes cantidades de yodo y de yoduro de potasio: 0,1269 g de yodo y 3,6 g de yoduro de potasio, disolver y aforar a 1.0 L con agua destilada
A.1.4.2.3 Solución de ácido tricloroacético
Solución acuosa 15 % (p/v) de ácido tricloroacético de calidad grado reactivo.
A.1.4.2.4 Solución de hidróxido de sodio 0.1N.
Pesar 4.0 g de hidróxido de sodio, disolver y aforar a un litro con agua destilada.
A.1.5 Material y equipo
A.1.5.1 Pipeta volumétrica: 2 mL, 5 mL y 10 mL.
A.1.5.2 Matraz volumétrico: 100 mL y 1000 mL.
A.1.5.3 Probeta graduada de 50 mL.
A.1.5.4 Embudo de filtración de 80 mm de diámetro.
A.1.5.5 Papel filtro Whatman Número1 de 15 cm de diámetro o equivalente.
A.1.5.6 Matraz de yodo 100 mL (es el matraz para análisis de yodo).
A.1.5.7 Tubo de ensayo de aproximadamente 25 mm x 20 0 mm con tapón de rosca.
A.1.5.8 Bureta y jeringa automáticas. Pueden usarse para medir yodo, ácido tricloroacético y agua destilada.
A.1.5.9 Baño de agua calibrado a 44 °C ± 0,5 °C.
A.1.5.10 Espectrofotómetro.
A.1.6. Limpieza y cuidado de los aparatos
La limpieza y el cuidado de los aparatos son especialmente importantes.
A.1.6.1 Después del uso, todo el material de vidrio debe aclararse con agua y eliminarse por lavado todo el huevo que pueda quedar adherido, si es necesario, con hidróxido de sodio 0.1 N.
A.1.6.2 El material de vidrio debe lavarse después con ácido crómico o ácido clorhídrico diluido, seguido de un enjuagado a fondo con agua y agua destilada.
A.1.6.3 El aparato empleado para muestras que no han superado la prueba debe esterilizarse en una solución bactericida de ácido carbólico o de hipoclorito antes de la limpieza.
A.1.6.4 El material de vidrio nuevo debe limpiarse sumergiéndolo en solución de ácido crómico o ácido clorhídrico diluido y enjuagarse con agua caliente, enseguida enjuagarse en agua destilada y finalmente secarlo.
A.1.6.5 El material de vidrio empleado para la reacción no debe emplearse para ningún otro fin y debe mantenerse separado del resto del material de vidrio de laboratorio.
A.1.6.6 Los indicios de huevo, proteínas o detergentes pueden dar resultados falsos.
A.1.7 Método
A.1.7.1 Pesar 15,0 g de muestra de huevo líquido en un matraz de yodo de 100 mL o bien puede usarse un tubo de ensayo con tapón de rosca de 25 mm x 200 mm.
A.1.7.2 Agregar 2,0 mL de la solución de almidón y mezclar perfectamente. Si el huevo es muy viscoso, puede ser difícil asegurar que se mezclen bien el huevo y el almidón antes, durante y después de la incubación.
A.1.7.3 Poner la mezcla en el baño de agua durante 30 min a 44 °C ± 0,5. Retirar del baño de agua, agitar y, con la mínima demora, añadir 5 mL de esta mezcla sobre 5 mL de la solución de ácido tricloroacético contenida en un matraz de yodo o tubo de ensayo. Agitar y mezclar uniformemente otra vez.
A.1.7.4 Añadir 15 mL de agua, agitar y mezclar de nuevo.
A.1.7.5 Separar por filtración o por centrifugación la materia suspendida. Agregar 10mL del filtrado claro (después de tirar los primeros filtrados), o el sobrenadante, según el caso, sobre 2 mL de la solución de yodo.
A.1.8 Interpretación de los resultados
Se considera que la muestra ha pasado la prueba de la -amilasa (resultado negativo), si el filtrado o el líquido en la solución de yodo toman inmediatamente un color violeta azulado.
Para este fin, deben considerarse satisfactorios los colores que son más violeta-azulados de un patrón espectrofotométrico comparable. Con celdas para espectrofotómetro de 1 cm empleando una longitud de onda de 585 nm, el patrón espectrofotométrico, comparado contra agua, tiene una densidad óptica de 0,15.
Para el análisis de comparación, debe emplearse luz nórdica o fluorescente.
Cuando las muestras son positivas, deben analizarse de nuevo e inmediatamente junto con controles. Cuando se confirman las muestras positivas, se debe examinar Salmonella spp.

