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1. Disposiciones generales

PRESIDENCIA DEL GOBIERNO

16116 Meétodos Oficiales de Andlisis de Aceites y Grasas,

7 Cereales y Derivados, Productos Ldcteos y Produc-

{Continuacidn.) ¢o5 Derivados de la Uva, establecidos por Orden de
31 de enero de 1977. (Continuacién.) -

8(b).2.

8(b).2.1. Capsulas de porceiana. blanca de aproximadamente
100 ml de capacidad. ’

8(b).3. Reactivos.

8(b).3.1. Solucién 0,111 N (N/9) 6 0,1 N (N/10) de hidroxido
s6dico (NaOH) exento de carbonato. ‘

8(0).3.2, Solucién indicadora de fenolftaleina: Se disuelve un
gramo de fenolftaleina en 110 ml de alcahol etilico (85 & 96 por
ciento en volumen), se afiade solucién N/0 6 N/10 de hidréxido
s6dico, hasta que una gota dé una débil coloracién rose, y se
completa hasta 200 ml con agua destilada.

8(b).3.3. Solucién concentradea de acetato de rosanilina: Se
disuelven 0,12 g de acetato de rosanilina en 50 ml de alcohol
etilico (95 a 98 por 100 en volumen) que contenga 0,5 ml de 4cido
glacial y se completa hasta 100 ml con alcohol etilico.

8(b).3.4. Solucién diluida de acetato de rosanilina: Se diluye
un mililitro de solucién concentrada de acetato de rosanilina
hasta 500 ml con una mezcla, a partes iguales en volumen, de
agua destilada y alcohol etilico (95 a 88 por 100 en volumen).

Las soluciones de-acetato de rosanilina se conservan en la
oscuridad en frascos herméticamente cerrados con tapones de
caucho.

8(b).4.

Se toman dos capsulas de porcelana blanca de una capacidad
aproximada de 100 ml, pesandose en cada una-de ellas 1 g de
leche en polvo. A una y otra cépsulas se aitaden 10 ml de agua
hirviente, se agita con la extremidad aplastada de una varilla
de vidrio hasta obtener un liquido perfectamente homogéneo y
se deja enfriar durante 10 minutos. A una de las capsulas se le
afade 1 ml de solucién diluide de acetato de rosanilina y se
mezcla. A la otra capsula se le agrega 1 ml de solucién de fenolf-
taleina y, gota a gota y agitando enérgicamente todo el tiempo,
solucién valorada de hidréxido s6dico hasta obtener una colora-
cién igual a la primera. El tiempo empleado en la valoracién no
ha de exceder de 20 segundos y ésta se ha de efectuar con una
luz difusa.

8(b).5.

El numero de mililitros consumidos de solucién 0,111 N (N/®)
representa la acidez, expresada en gramos, de 4cido lactico por
100 g de leche en polvo,

Si se opera con solucién 0,1 N (N/10), el nimero de mililitros
multiplicado por 0,9 da el mismo porcentaje de acidez.

8(b).6.

1. Instituto Nacional de Racionalizacién del Trabajo. Una nor-
me. espaifiola. 34.101,

Material y aparatos.

Procedimiento.

Cdlculo.

Referencia.

9. SACAROSA

(Determinacién polarimétrica en la leche condensada)

<

9.1. Principio.

Se entiende por contenido en sacarcsa de la leche condensada
el.contenido en sacarosa no transformada, expresado en porcen-
t{a)e en peso, determinado por el procedimiento expuesto a con-
tinuacién, que corresponde al descrito en la norma FIL-35: 1966
de la Federacion Internacional de Lecheria.

Este método es aplicable a la leche condensada, entera o des-
natada, de composicién normal, preparada a partir de leche y
sacarosa Unicamente que no contenga sacarosa transformada.

El método se basa en el principio de inversién de Clerget:]
Un tratamiento suave con un acido hidroliza completamente la
sacarosa. La lactosa y los otros aziicares practicamente no se
hidrolizan. La cantidad de sacarosa se deduce del cambio del
poder rotatorio de la solucidn. '

Se prepara un filtrado limpido de la muestra, sin mutarrota-
ci6on debida la lactosa, por tratamiento de la solucién con amo-
niaco seguido de neutralizacion y clarificacion por adiciones su-
cesivas de soluciones de acetato de cinc y de ferrocianuro po-
tasico, )

En una parte del filirado de sacarosa se hidroliza en las con=
diciones especiales que corresponden a este tipo de operacién.

Partiendo de los poderes rotatorios del filtrado, antes y des:
pués de la inversién, se calcula la cantidad de sacarosa.

9.2. Material y aparatos.

Balanza analitica de sensibilidad: 10 ml como minimo.

9.2.1.
9.2.2. Vasos de precipitados de 100 mil en vidrio.
9.2.3. Matraces graduados, de 200 y 50 ml.

8.2.4. Pipetas de 40 ml.

9.2.5. Probetas graduadas de 25 ml.
9.2.8. Pipetas graduadas de 10 ml.
9.2.7. Embudos filtrantes de diametro entre 8 y 10 cm y fil4

tros (plegados) de 15 cm de diametro.

9.2.8. Tubo de polarimetro de 2 cm de longitud, exactamen-
te calibrado.

9.2.9. Polarimetro o sacarimetro.

.9.2.8.1, Polarimetro con luz de sodio o con luz verde de mer-
curio (lampara de vapor de mercurio con prisma o pantalla
Wratten namero 77 A), permitiendo lecturas con una precisién
por lo menos igual a 0,05 grados de angulo.

9.2.9.2. Sacarimetrop con escala internacional de azicar utili-
zando luz blance que pasa a través de un filtro de 15 ml de una
solucién al 8 por 100 de dicromato potasico, o bien luz de sodio,
y permitiendo la lectura con una precisién por .lo menos igual
a 0,1 grados de la escala sacarimétrica internacional.

9.2.10. Baifio de agua a 80°* 1°C.

9.3. Reactivos.

9.3.1. Solucién de acetato de cinc, 2,0 N: Disolver 21,9 g da
acetato de cinc cristalizado (C;HgOs)s Zn - 2H;O y 3 ml de 4cido

_acético glacial en agua destilada y completar hasta 100 ml.

9.3.2. Solucién de ferrocianuro potasico, .1,0 N: Disolver 10,8
gramos de ferrocianuro potasico cristalizado [Fe(CN)gl K, - 3H;O
en agua destilada y completar hasta 100 ml.

9.3.3. Solucién de &cido clorhidrico, 8,35 0,20 N (20-22 por
ciento).

9.3.4. Solucion diluida de amoniaco, 2,0 £ 0,2 N (3,5 por 100).

9.3.5. Solucién diluida de acido acético, 2,0+ 0,2 N (12 por
ciento). .

9.4. Procedimiento.

9.4.1. Preparacion de la muestra.

Para muestras de productos recientemente preparados en los
que no se pueda prever separaciéon alguna apreciable de los
componentes. Abrir el recipiente, introducir en 8! el producto
adherido a la tapa y mediante movimientos de arriba abajo, con
ayuda de una cuchara, conseguir que se. mezclen intimamente
las capas superiores asf como el contenido del fondo del reci-
piente. Trasvasar el contenido de un bote a un frasco provisto de
tapén bien adaptado.

Para muestras de productos mas antiguos y muestras en las
que se pueda prever una separacién de componentes, calentar en
baflo de agua, aproximadamente a 40° C, hasta que la muestra
casi haya alcanzado esta temperatura, abrir el recipiente y ope-
rar de la misma manera que arriba. En el caso de un bote, tras-
vasar el contenido a un frasco, raspar el producto que se haya
adherido a las paredes y continuar la mezcla hasta que toda la
masa sea homogénea. Cerrar el frasco con una tapadera que se
adapte perfectamente, Dejar enfriar,
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9.4.2. Comprobacion del método.—Proceder como en 9.4.3, uti-
lizando una mezcla de 100 g de leche o 110 g de leche desnatada

y de 18 g de sacarosa pura, que corresponde a 40 g de una leche :

concentrade conteniendo el 45 por 100 de sacarosa. Calcular la
cantidad de sacarosa como en 9.5.1, utilizando en la férmula D),
para W, F y P, la cantidad de leche pesada y la riqueza en ma-
teria grasa y proteinas de esta leche, y en la f6rmula II), para
W, la cifra de 40. La media de los valores encontrados no debe
diferir de dicho velor (45 por 100) en més del 0,1 por 100.

9.4.3. Determinacién.—En un vaso de 100 ml pesar aproxima-
damente 40 g de la muestra bien mezclada con una aproxima-
cién de 10 mg, anadir 50 ml de agua destilada caliente (80°-90° C)
y mezclar cuidadosamente. Trasvasar cuantitativamente la mez-
cla a un matraz aforado de 200 ml, enjuagar el vaso con canti-
dades sucesivas de agua destilada a 60° C hasta que el volumen
total sea de 120 a 150 ml. Mezclar y enfriar a temperatura am-
biente. Afiadir 5 ml de la solucién de amoniaco diluida. Mezclar
de nuevo y dejar reposar durante 15 minutos. Neutralizar el
amoniaco anadiendo una cantidad equivalente de la solucién
diluida de &cido acético. Determinar previamente la cantidad
exacta de mililitros por valoracion de. la solucién de amoniaco
diluida empleando el azul de bromotimol como indicader. Mez-
clar. Afiadir, mezclando suavemente por rotacién del matraz in-
clinado, 12,5 ml de solucién de acetato de cinc. De la misma
forma qué para la solucién de acetato, afiadir 12,5 ml de solu-
cién de ferrocianuro potasico. Poner el contenido del matraz
a 20° C y afadir agua destilada (a 20° C) hasta alcanzar el en-
rase de 200 ml.

Hasta este momento todas las adiciones de agua o reactivos
deberan haberse efectuado de tal manera que se haya evitado la
formacién de burbujas de aire y por esa misma razon todas las
mezclas se habran realizado por rotacion de matraz y no por
agitacién violenta. Si se observa la presencia de burbujas de
aire antes de alcanzar los 200 ml se pueden eliminar aplicando
al matraz una bomba de vacio e imprimiéndole un movimiento
de rotacién. Tapar el matraz con un tapén seco y mezclar inti-
mamente sacudiendo con energia. Dejar reposar durante algunos
minutos, filirar a continuacién por un papel filtro seco. Despre-
ciar los primeros 25 ml del filtrado.

9.4.3.1. Polarizacion directa. —Determmar la rotacmn 6ptica
del filtrado a 20° % 2° C.

9.4.3.2. Inversion.—Introducir con la pipeta en un matraz
graduado de 50 ml, 40 ml del filtrado obtenido de la manera in-
dicada antes, Afiadir 6 ml de acido clorhidrico 6,35 N. Poner el
matraz en bafio de agua a 60° C durante 15 minutos, sumergién-
dolo hasta el nacimiento del cuello. Mezclar por rotacién duran-
te los 5 primeros minutos, al final de los cuales el contenjdo
deberé haber alcanzado la temperatura del bafio. Enfriar a 20° C
y completar hasta 50 ml con agua destilada a 20° C, mezclar y
dejar reposar 1 hora a esta temperatura.

9.4.3.3. Polarizacién después de inversién.—Determinar el po-
der rotatorio de la solucién invertida a 20° + 2°C (cuando la
temperatura del liquido en el tubo de polarizacién difiera en
més de 0,2°C de 20°C durante la medide, se debe aplicar la
correccién de la temperatura indicada en el apartado 9.5.2).

9.5. Cdlculo.
8.5.1. Riqueza en sacarosa.
w
Dv= — (1,08 E + 1,55 P)
100
5
D—-1 V—v v
4
IDS= X X X 100
Q \' LxWwW

S = cantidad de sacarosa.

W = peso de la muestra expresado en gramos.

P = porcentaje de proteinas (N X 6,38) de la muestra.

F = porcentaje de materia giasa de la muestra.

V = volumen en mililitros de la muestra diluida antes de filtrar.

= lectura polarimétrica directa (polarizacién antes de la in-

versién).
I = lectura polarimétrica despues de la inversidn.
L = longitud en decimetros del tubo del polarimetro.
Q = factor de inversién cuyos valores se indican més adelante.

Pesando exactamente 40 g de leche condensada y utilizando
un polarimetro con luz de sodio provisto de escala en grados
de angulo y un tubo de 2 cm de longitud, el contenido en saca-
rosa de las leches condensadas normales (C = 9) a 20° £ 0,1° C se
puede calcular con ayuda de la siguiente féormula;z; -

S = (D-5/4 1) (2,833 — 0,00612 - F — 0,00878 P)

Si la medida de la polarizacion después de la inversion se
efectua a una temperatura diferente de 20° C, las cifras obteni-
das se deben multiplicar por

[T + 0,0087 (T-20)]

9.5.2. Calores del factor de inversion Q.—Las formulas si-
guientes dan valores precisos de Q para diversas clases de luz
con correcciones, si es necesario, para la concentraciéon y la
temperatura.

Luz de sodio y polarimetro con escala en grados de angulo:

Q = 0,8825 4 0,0006 (C-9) — 0,0033 (T-20)

Luz verde de mercurio y polarimetro con escala en grados de
angulo:

Q = 1,0392 + 0,0007 (C-9) — 0,0039 (T-20)

Luz blanca con filtro de dicromato y sacarimetro con escala
sacarimétrica:

Q = 2,549 -+ 0,0017 (C-9) — 0,0095 (T-20)
En las formulas precedentes:

C = porcentaje de azucares totales en la solucién invertida,
segun la lectura polarimétrica.

T = temperatura de la solucion invertida en la lectura del
polarimetro.

El porcentaje de az(icares totales C en la solucién invertida
se puede calcular a partir de la lectura directa y de la varia-
cién después de la inversiéon segun el método habitual, utili-
zando los valores usuales de rotacién especifica de sacarosa,
de lactosa -y de sacarosa invertida. La correccién 0,0008 (C-9),
etcétera, no es exacta mas que cuando C es aproximadamente 9;
para leche concentrada mormal esta correccién se puede-des-
preciar, por ser C proximo a 9.

Varjaciones en la temperatura de 20° C influyen escasamente
en la lectura de la polarizacién directa. Por el contrario, dife-
rencias de méas de 0,2°C, en la lectura de polarizacién des-
pués de la inversién necesitan una correccién. La correccién
— 0,003 (T-20), etc., no es exacta mas que para temperaturas
comprendidas entre 18° C y 22° C.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
efectuadas simultAneamente o una inmediatamente después de
otra por el mismo analista no debe ser mayor de 0,3 g de saca-
rosa para 100 g de leche condensada.

9.8. Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 35: 1966.

10. HUMEDAD
(Leche en polvo)
10.1. Principio.

Se: entiende por humedad de la leche en polvo el contenido
en agua libre, es decir, la pérdida de peso, expresado en por-
centaje en peso, determinado por el procedimiento expuesto &
continuacién, que corresponde al descrito en la norma FIL-26:
1964 de 1a Federacién Internacional de Lecheria.

Este método es aplicable a las leches en polvo, entera y des-
natada.

El agua, contenida en la leche en polvo, se elimina por ca-
lentamiento de la muestra en una estufa de desecacién, a una
temperatura de 102° + 2° C, hasta peso constante.

10.2. Material v aparatos.

10.2.1.
nimo. . .
10.2.2. Capsulas apropiadas, preferentemente en aluminio,
niquel, acero inoxidable o vidrio. Las cidpsulas deberan estar
provistas de tapas que se adapten convenientemente, pero que
se puedan quitar con facilidad. Las dimensiones mas conve-

Balanza analitica, de sensibilidad 0,1 mg como mi-

‘nientes son: didmetro aproximado, 50 mm; profundidad apro-

ximada, 25 mm.

10.2.3. Un desecador provisto de gel de silice con indicador
de humedad. .

10.2.4. Una estufa -de desecacién bien ventilada, provista
de termostato y regulada a 102° + 2°C. Es importante que la
temperatura sea uniforme en toda la estufa.

10.2.5. Frascos provistos de tapones herméticos para el mez-
clado de la leche en polvo, .
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10.3. Procedimiento.

10.3.1. Preparacién de la muestra.—Transvasar toda la mues-
tra de la leche en polvo a un frasco seco y tapado, de un vo-
lumen igual al doble, aproximadamente, del de la muestra,
mezclar intimamente por rotacién y agitacion (en el"caso de que
no se pueda obtener una homogeneizacién completa por este
procedimiento, extraer, con objeto de realizar determinaciones
paralelas, dos muestras en dos puntos, lo mas distantes posi-
ble el uno del otro).

10.3.2. Determinacion.—Colocar la capsula destapada y la
correspondiente tapa en la estufa de desecacion durante 1 hora,
a la temperatura de 102° i 2° C. Colocar la tapa sobre la cap-
sula y pasarla de la estufa al desecador. A continuacién enfriar
a la temperatura ambiente y pesar. Introducir aproximadamente
1 g de leche en polvo en la cépsula, tapar la capsula y pesar
rapidamente con la mayor exactitud posible. Destapar la cap-
sula y colocarla con su tapa en la estufa a una temperatura de
102° + 2° C durante 2 horas. Volver a colocar la tapa, poner la
capsula en el desecador, dejar enfriar a temperatura ambiente
y pesar rapidamente con la mayor exactitud posible.

Calentar la capsula abieria y su tapa a 102° + 2°C en la
estufa durante 1 hora suplementaria, volver a tapar y dejar
enfriar en el desecador a temperatura ambiente; pesar de nue-
vo. Repetir la operacién hasta que las pesadas stcesivas no
difieran en més de 0,0005 g. La desecacién se acaba apromma—
damente en 2 horas.

10.4. Cdlculo.
Calcular la humedad mediante la férmula siguiente:

M, — M;
Humedad (cantidad de agua) % = X 100
M;

M, = la masa inicial, en gramos, de la capsula y su tapa mas
la leche en polvo utilizada para el analisis.

M; = la masa final, en gramos, de la capsula y su tapa mas
la leche en polvo.

M; = la masa, en gramos, de la leche en polvo utilizada para el
analisis.

La diferencia entre dos -determinaciones repetidas no debe
sobrepasar el 0,06 por 100 de agua

10.5. Referencza
1. Norma Internacional FIL-IDF 26: 1964.

11. INDICE DE SOLUBILIDAD
(Leche en"polvo)
11.1. Principio.

Se entiende por indice de solubilidad de la leche en polvo
la cantidad de sedimento, expresada en volumen, determinada
por el procedimiento expuesto a continuacion, que corresponde
al descrito en la norma UNE-34.101 del Instituto Nacional de
Racionalizacién del Trabajo.

Este método es aplicable a la leche en polvo, entera o des-
natada.

11.2.

. 11.2.1. Centrifuga con soportes para la colocacién de los
tubos centrifugos conicos. La velocidad requerida varia, como
a continuacién se indica, con el diAmetro.

Material y aparatos.

Diametro Revoluciones Diametro Revoluciones

por minuto por minuto
250 milimetros .. 1.083 450 milimetros .. 807
300 milimetros .. 938 500 milimetros .. 768
350 milimetros .. 916 550 milimetros .. 730
400 milimetros .. 856 600 milimetros .. 700

Fl «diametro» es la distancia enire los fondos internos de
dos soportes opuestos, medida a través del centro de rotacién
de la cabeza de la centrifuge, estando los soportes extendidos
horizontalmente.

11.2.2. Tubos de centrifuga conicos, graduados como se in-
dica a continuacion:

De 0 a 1,0 ml en divisiones de 0,1 ml.
De 1,0a 2,0 ml en divisiones de 0,2 ml.
De 2,0 a 10,0 ml en divisiones de 0,5 ml.

De 10,0 & 20,0 ml en divisiones de 1,0 ml.

y & 50 ml una marca que quede, por lo menos, a 13 mm del
borde del tubo.

11.2.3. Mezclador eléctrico.
11.2.4. Tubo sifén de vidrio.

11.3. Procedimiento.

Se afiaden 10 6 13 g de la muestra, segin se trate de leche
desnatada o completa, respectivamente, a 100 ml de agua des-

‘tilada, a la temperatura de 24°C, en el vaso especial del mez-

clador que seguidamente se pone en éste para agitar durante
90 segundos exactos. Si hay necesidad inmediata de volver a
emplear el vaso del mezclador, puede verterse la solucién total
en un vaso de precipitacion apropiado. Se deja reposar la so-
lucion hasta que la espuma se separe lo suficiente, para poder
quitarla completamente con una cuchara. El periodo de reposo
después de la mezcla no ha de exceder de 15 minutos.
Después de separada la espuma se mezcla completamente con
una cuchara durante 5 segundos y, seguidamente, se llena un
tubo cénico hasta la marca de 50 ml. Se centrifuga durante
5 minutos a las revoluciones por minuto requeridas, segiun la
tabla del apartado 11.2.1. A continuacién se sifona el liquido
que sobrenada, hasta 2 ml del nivel del sedimento, teniendo
cuidado de no remover éste. Se vierten en el tubo 25 ml de
agua destilada a 24°C y se agita para dispersar el sedimento,
desalojandole si fuera necesario con un alambre. Se llena con
agua destilada, 24° C, hasta la marca de 50 ml, se invierte y se
agita . para la perfecta mezcla del contenido, y se centrifuga
de nuevo durante 5 minutos a la velocidad requerida. Se man-
tiene el tubo en posicion vertical, de modo gue el nivel superior
del sedimento quede a nivel del ojo; se refieren los mililitros
de sedimento a la divisidén de la escala mas préoxima. La lectura
se efectua facilmente, cuando se observa el tubo, colocado de-

‘lante de una luz fuerte.

Cuando se opere con leches en polvo parcialmente desnata-
das, las cantidades que se han de afiadir a los 100 ml de agua
destilada son, segin sus porcentajes grasos, las siguientes:

Hasta €l 4 % .....cccocooeennn. FOTOURTRN 10,0 gramos

Desde el 4,1 10,5 gramos
Desde el 9,1 al 13 % 11,0 gramos
Desde el 13,1 al 17 % 11,5 gramos
Desde el 17,1 al 21 % ... 12,0 gramos
Desde el 21,1 al 24 % 12,5 gramos

Mas del 24 B oo

11.4. Referencia.

13,0 gramos

1. Instituto Nacional de Racwnahzacmn del Trabajo. Una nor-
ma espariola. 34.101.

12. CALCIO
12.1. Principio.

Se entiende por contenide en calcio de la leche la cantidad
total de calcio expresada en porcentaje en peso, determinada
por el procedimiento expuesto a continuaciéon, que corresponde
a la norma FIL-36: 1966 de la Federacién Internacional de Le-
cheria.

Este método se aplica a todas las leches liquidas normales,
asl como a las leches reconstituidas por dilucién o disolucién
de leches concentradas o de leches desecadas.

El calcio. total se lleva a disolucién por precipitacion de las
materias proteicas con acido tricloroacético. El calcio contenido
en el filtrado es precipitado bajo forma de oxalato célcico, que
se separa por centrifugacién y se valora con permanganato
potasico.

12.2, Material y aparatos.

12.2.1. Balanza analitica.

12.2.2. Matraz aforado de 50 ml.

12.2.3. Pipeta para leche de 20 ml.

12.2.4. Papel filtro sin cenizas pare filtracién lenta.

12.2.5. Centrifuga que pueda desarrollar un aceleracién cen-

trifuga de 1.400 g (g — aceleraciéon de la gravedad).

12.2.8. Tubos de centrifuga cilindricos con fondo redondo de
30 ml, aproximadamente, marcados a 20 ml.

12.2.7. Pipetas de 2 y 5 ml.

12.2.8. Dispositivo de sifén por succién, provisto de un tubo
capilar.

12.2.9. Bafio de agua, a temperatura de ebullicién.

12.2,10. Bureta graduada en 1/50 mm.

12.3. Reactivos.

12.3.1. Acido tricloroacético:
(en peso por volumen),

solucién acuosa al 20 por 100
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12.3.2. Acido tricloroacético: solucién acuosa al 12 por 100
(en peso por volumen).

12.3.3. - Oxalato amoénico: solucidn-acuosa saturada en frio.
_ 12.3.4. Rojo de metilo: solucién al 0,05 por 100 (en peso por
volumen) en alcohol etilico del 98 por 100 (en .volumen por vo-
lumen).

12.3.5. Acido acético: solucién acuosa al 20 por 100 (en vo-
Iumen por volumen). ’ :

12.3.6. Amoniaco:
lamenes iguales de amoniaco al 25 por 100 (en peso por peso)
y de agua destilada. ’

12.3.7. Amoniaco: solucién acuosa obtenida diluyendo 2 mi-
lilitros de amoniaco al 25 por 100 (en peso por peso) hasta
100 m}, con agua destilada. )

*12.3.8. Acido sulfurico: soluciéon acuosa obtenida afiadiendo
20 ml de acido sulfurico del 98 por 100 (en peso por peso) a
80 ml de agua destilada.

12.3.8. Permanganato potasico:
0,02 N.

Todos los reactivos deben ser puros para analisis.

12.4.

12.4.1. Preparacién de la muestra.—Antes del analisis, poner
la muestra a 20° + 2° C y mezclar con cuidado. Si no se obtiene
una dispersion homogénea de la materia grasa, calcntar lenta-
mente la- muestra a 40°C, mezclar suavemente y enfriar a
20° + 2°C. . R

12.4.2. Defecacién de la muestra.—En un matraz aforado de
50 'ml pesar exactamente alrededor de 20 g de leche, con una
aproximacién de 10 mg. Aifiadir poco a poco mientras se agita
una solucién acuosa de acido tricloroacético al 20 por 100 y
completar hasta 50 ml con este reactivo. Agitar fuertemente
durante algunos segundos. Dejar reposar 30 minutos. Filtrar
sobre papel filtro sin cenizas. El filtrado obtenido debe ser
limpido.

12.4.3. Precipitacion del calcio en forma de oxalato y sepa-
raciéon del oxalato.—En un tubo de centrifuga cilindrico de fon-
do redondo, introducir 5 ml del filtrado limpido; después 5 mili-
litros de acido tricloroacético al 12 por 100, 2 ml de una solucién
acuosa saturada de oxalato de amonio, dos gotas de solucién
alcohdlica de rojo de metilo y 2 ml de acido acético al 20 por
100. Mezclar mediante agitacién circular y afadir poco a poco
solucién de amoniaco (12.3.6) hasta coloracién amarillo palido;
después, algunas gotas de acido acético al 20 por 100 hasta co-
loracion rosa. Dejar reposar 4 horas a la temperatura ambiente.

Diluir hasta 20 ml con agua y centrifugar 10 minutos a
1400 g (g = aceleracién de la gravedad). Mediante un disposi-
tive de succién, decantar el liquido limpido que sobrenada.
Lavar las paredes del tubo de centrifugacion (sin remover el
depdsite de oxalato calcico) con 5 ml de solucién de amoniaco
diluido (12.3.7). Centrifugar 5 minutos a 1.400 g. Decantar el
liquido que sobrenada con el dispositivo de succién. Proceder
a tres lavados sucesivos.

12.4.4. Valoraciéon del oxalato.—Después de haber extraido
con sifén el agua del ultimo lavado, afiadir 2 ml de solucién
acuosa de Aacido sulfirico y 5 ml de agua destilada sobre el
precipitado de oxalato de calcio. Poner el tubo en bafio de
agua hirviendo, y cuando el oxalato esté completamente disuelto,
valorar con solucion de permanganato potasico 0,02 N, hasta
coloracién rosa persistente. La temperatura debe permanecer
superior a los 80° C durante la valoracion.

12.4.5. Ensayo en blanco.—Efectuar un ensayo en blanco con
todos los reactivos, utilizando 20 ml de agua destilada en vez
de leche.

12.5.-

solucién acuosa titulada,

Procedimiento.

Cdlculo.

1.000

Contenido en calcio % = 0,0004 X (V-v) X X K=04 x

K
X (V-v) X ——
P

V = volumen en ml de MnO,K (0,02 N) gastados en la valora-
cién de la muestra. )
v = volumen en ml de MnOK (0,02 N) gastados en el ensayo
blanco.
= peso en gramos de la muestra inicial (alrededor de 20 g).

P
K = coeficiente de correccién del volumen del precipitado re- -

sultante de la precipitacién triclorcacética.

Para leche entera (3,5 a-4,5 por 100 de materia grasa): K =
= 0,972.

Para leche con 3 por 100 de materia grasa: K = 0,976.

Para leche con 2 por 100 de materia grasa: K = 0,980.

soluciéon acuosa obtenida mezclando vo-.

Para leche con 1 por 100 de materia grasa: K = 0,985.
Para leche desnatada: K = 0,889,

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
efectuadas simultaneamente o una inmediatemente después de
otra por el mismo analista, no debe ser mayor de 0,002 g de
calcio por 100 g de leche. ’

12.6. Referencia.

1. Norma Internacional FIL-IDF 36: 1966.

13. FOSFORO

13.1. Principio.

Se entiende por contenido en fésforo de la leche la cantidad
total de fésforo expresada en porcentaje en peso, determinada
por- el procedimiento expuesto a continuacién, que corresponde
a la norma FIL-42: 1967 de la Federacién Internacional de Le-
cheria.

Este método se aplica a todas las leches liquidas normales,
asi como a las leches reconstituidas por dilucién o disolucién
de las leches concentradas o de las leches desecadas.

Las materias organicas de la leche se destruyen por minera-
lizacién en seco (incineracion). El fosforo se determina colo-
rimétricamente, reduciendo el fosfomolibdato de amonio con
diaminofenol (amidol) y midiendo la densidad 6ptica de la
solucion obtenida.

13.2. Material v aparatos,

13.2.1. Balanza analitica.
13.2.2. Capsulas de platino o de cuarzo (de 55 -mm de dia-
metro aproximadamente) provista de vidrio de reloj.

13.2.3. Baio de agua.
13.2.4. Pipetas de 1, 2, 5y 10 ml.
13.2.5. Matraces aforados, de 25 ml con tapones esmerilados,

de 100 y de 1.000 ml.
13.2.6. Horno mufla.
13.2.7. Estufa a 105° + 2° C.

13.2.8. Espectrofotocolorimetro.

13.3. Reactivos.

13.3.1. Acido clorhidrico (C1H) 1,0 N.

13.3.2. Acido perclérico (C1OH) al 65 por 10{) (densidad, 1,81

gramos por ml a 20° C).

13.3.3. Solucién de amidol: Disolver en agua destilada 1 gra-
mo de amidol (diclorhidrato de 2,4 diaminofenol: (NHj),; CgH;0H.
2CIH) y 20 g de metabisulfito de sodio o pirosulfito de sodio
(5,0;Na.). Completar hasta 100 ml en un matraz aforado con
tapén esmerilado. Preparar cada dia una solucién nueva.

13.3.4. Solucion de molibdato: Disolver en agua destilada
8,3 g de molibdato de amonio: Mo;0;; (NH,)s . 4H,O. Completar
hasta 100 ml.

13.3.5. Solucion acuosa de fosfato monopotasico {a partir de
PO,H.K, desecado durante 2 horas a 105° C), que permite trazar
una curva de diferencia para la determinacién del fésforo: Pe-
sar 4,393 g de POH:K, disolver en agua destilada y completar
hasta 1.000 ml (solucién A). Diluir 10 ml de solucién A hasta
1.000 ml (solucién B), Un ml de solucién B = 10 microgramos
de P.

Todos los reactivos deben ser puros para analisis.

13.4.

13.4.1. Preparacién de la muestra: Antes del analisis poner
la muestra a 20° + 2°C y mezclar cuidadosamente. Si no se
obtiene una dispersién homogénea de la materia grasa, calentar
lentamente la muestra a 40° C, agitar suavemente y enfriar a
20° £ 2° C. '

13.4.2. Ensayo en blanco: Efectuar un ensayo en blanco con
todos los reactivos, operando como se prescribe en 13.4.3.3, pero
reemplazando los 5 ml de la dilucién por 5 ml de agua desti-
lada. :

Procedimiento.

13.4.3. Determinacién.

13.4.3.1. Mineralizacién por via seca: En una capsula de
platino o de cuarzo pesar exactamente alrededor de 10 g de
leche con una aproximacién de 10 mg. Evaporar, hasta seque-
dad, al bafio de agua hirviendo. Después de la desecacién com-

‘pleta, calcinar en la mufla a una temperalura comprendida

entre 500° C y 550° C hasta la obtencién de cenizas blancas.
13.4.3.2. Preparacién de la solucién de cenizas: Después de
enfriar la capsula, cubrirla con vidrio de reloj, disolver las
cenizas en 2 6 3 ml de Acido clorhidrico normal y diluir con
agua destilada. Transvasar la solucién de las cenizas a un
matraz aforado de 100 ml, lavar el vidrio de reloj y la capsula,
recogiendo las aguas de lavado en el matraz. Completar hasta
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100 ml con agua destilada, agitar y filtrar. Tomar 10 ml del
filtrado, introducirlos en un matraz de 100 ml. Completar haste
100 ml con agua destilada y agitar.

13.4,3.3. Determinacion colorimétrica del fésforo: Tomar 5 mi-
1ilitros de la dilucién preparada en 13.4.3.2 e introducirlos en
un matraz aforado de 25 ml.

Afiadir sucesivamerite 2 ml de acido perclorico, 2 ml de la
solucion de amidol, 1 ml de la solucién de molibdato de amo-
nio. Completar hasta 25 ml con agua destilada y mezclar. Es-
perar 5 minutos y medir la densidad 6ptica utilizando cubeta
de 1 cm en un espectrofotocolorimetroc a 750 nandmetros. Buscar
en la curva patrén la cantidad de fésforo contenida en el ma-
traz de 25 ml, expresada en microgramos y correspondiente a la
densidad optica leida.

13.4.3.4. Determinacién de la curva patrén: En cuatro mae-
traces aforados de 25 ml introducir 3, 5, 7 y 10 ml de la solu-
cion B. Las cantidades asi introducidas son iguales a- 30, 50, 70
y 100 microgramos de fésforo. Proceder a continuacién como

- en 13.4.3.3. Situar sobre una grafica las densidades 6pticas ob-
tenidas en’ funcién de las cantidades de fosforo presentes en
los maftraces. Trazar la curva patrén (que es una recta).

13.5. Cadlculo.

El contenido en fésforo de la leche expresada en g de fésforo
por 100 g de leche viene dado por la férmula siguiente:

' m-—m’’
Fosforo % = —————
50 M

m = masa de fosforo, expresada en microgramos, obtenida se-
gun 13.4.34 y contenida en el matraz de 25 ml con la
muestra de aproximadamente 50 mg de leche.

m’ = masa de fésforo, expresada en microgramos, obtenida se-
gun 13.4.3.4 y contenida en el ensayo en blanco.

M = masa de leche, expresada en gramos, empleada para la
mineralizacion,

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
efectuadas simultaneamente o una inmediatamente después de
ofra por el mismo analista no debe ser mayor de 0,008 g de fos-
foro por 100 g de leche.

13.6. Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 42: 1967.

Mantequilla
1. INDICE DE ACIDEZ DE LA GRASA
1.1. Principio.

El indice de acidez de la materia grasa en la mantequilla
es c¢l numerc de mg Jde hidréxido de potasio que se necesita
para neutralizar 1 g de materia grasa.

La materia grasa, después de separarla por fusién de la
mantequilla, se disuelve en una mezcla de alcohol-éter, y luego
se titula con una solucién alcalina valorada.

1.2. Material y aparatos.

1.2.1. -Balanza analitica.
1.2.2. Matraces erlenmeyer de 300 ml.
1.2.3. Bureta graduada contrastada en divisiones de 0,1 ml.

1.3. Reactivos.

Los reactivos que se utilicen deben ser de calidad pura para
analisis.

1.3.1. Solucidén alcohélica de hidréxido de potasio, 0,1 N,
valorada. Utilizar alcohol etilico absoluto.

1.3.2. Mezcla de volimenes iguales de alcohol etilico™ de
95-86 por 100 (v/v) o de alcohol desnaturalizado con metanol
y de éter dietilico, neutro a la fenolftaleina.

1.3.3. Solucién neutra de fenolftaleina al 1 por 100 (m/v),
en alcohol etilico desnaturalizado con metanol.

Nota.—Alcohol desnaturalizado con metanol:
soluto y 5 metanol.

100 alcohol ab-

1.4. Procedimiento.

Para separar la materia grasa, fundir la muestra, dejarla
reposar a 50°-60° 2 6 3 horas, decantar y filtrar con papel de
filtro seco. Filirar nuevamente si el primer filtro no esta claro.
Utilizar la materia grasa fundida, clarificada, bien mezclada.

En un matraz erlenmeyer pesar con precision de 1 mili-
gramo 5-10 g de materia grasa. Afadir 50-100 ml de la mezcla
de alcohol etilico y éter dietilico y disolver en esta mezcla la

materia grasa. Afiadir 0,1 ml ae la solucién de fenolftaleina.
Valorar con la solucién alcalina hasta que aparezca une colo-
racién rosa palido que persista al menos 10 segundos.

.1.5. Cdlculo.
V-t-5861
Indice de acidez = ———
A

V = volumen, en ml, de la solucién alc.alina empleada.
t = normalidad de la solucién alcalina.
A = masa, en gramos, de la porcién ensayada.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
paralelas no debe ser mayor de 0,1 mg de hidréxido de potasio
por 1 g de materia grasa.

1.8. Referencia.
1. Norma FIL-IDF - G A - 1-69.

2. INDICE DE REFRACCION DE LA GRASA"
2.1. Principio.

El indice de refraccion de la materia grasa en la mantequilla
es la razon entre la velocidad de una Imz de longitud de onda
determinada (luz de sodio) en el aire y la velocidad de esta
misma luz en la materia grasa de la. mantequilla a 40° C,

Mediante un refractémetro apropiado se determina el indice
de refraccién de la materia grasa obtenida por fusién de la
mantequilla.

2.2. Material vy aparatos.

2.2.1. Refractometro provisto de escala graduada en indices
de refraccién, que permita efectuar lecturas hasta la tercera
cifra decimal y cuyos prismas pueden calentarse mediante un
liguido circulante, regulandose la temperatura termostatica-
mente con una aproximacion de + 0,1°C.

2.2.2. Luz de sodio. Se puede utilizar también la luz blanca
si el refractometro tiene un dispositive de compensacién cro-
matica. -

2.3. Procedimiento.

Para separar la materia grasa, fundir la muestra y dejarla
reposar 2 6 3 horas a 50°-60° C; decantar y filtrar con papel
de filtro seco. Filtrar nuevamente si el primer filirado no est&
claro. Utilizar la materia grasa fundida, clarificada, bien mez-
clada sin agua.

Preparar y regular el refractémetro segin el modo de empleo
del aparato. "Ajustar la temperatura del liquido circulante a
40° + 0,1° C.

Colocar algunas gotas de materia grasa, preparada en la
forma anteriormente descrita, entre los prismas del refracté-
metro, de manera que se llene por completo el espacio com-
prendido entre ellos. Dejar transcurrir algunos minutos para
que la materia grasa alcance la temperatura de los prismas.
Efectuar la lectura con cuatro cifras decimales. Corregir el
indice de refraccion obtenido afadiendo 0,000045 unidad de in-
dice de acidez si este 1ultimo (determinado segin 1) es igual
o superior a dos. Redondear la cuarta cifra decimal.

2.4, Cadlculo.

La diferencia entre los resultados de determinaciones para-
lelas no debe ser mayor de 0,0002 de la unidad de indice de
refraccién.

2.5. Referencia.
1. FAO.-B-5- 19(_57.
3. CLORURO SODICO
3.1. Principio.

Se entiende por contenido de sal: (cloruro de sodio) de la
mantequilla el porcentaje en masa de la sal (cloruro de sodio)
determinado por el procedimiento que se- describe a conti-
nuacion.

Después de fundir la mantequllla afntadiendo agua hirviendo,
los cloruros de las mezclas se valoran con una solucién de ni-
trato de plata, empleando cromato de potasio como indicador,
segin el procedimiento de Mohr, y se calcula el contenido de
sal.

3.2. Material y aparatos.

3.2.1. Balanza analitica.

3.2.2, Matraces erlenmeyer de 250 ml de capac1dad )

3.2.3. Bureta graduada y contrastada en divisiones de 0,1 mi-
lilitros.
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3.3. Reactivos.

3.3.1. Solucién valorada de nitrato de plata, 0,1 N.
3.3.2. Solucién de cromato de potasio al 5 por 100 (m/v) en
agua destilada. X

3.4. Procedimiento. -

Ablandar la muestra en un recipiente cerrado, calentdndola
en bafio de agua a la temperatura mas baja posible, con objeto
de no romper la emulsién. Frecuentemente es adecuada una
temperatura comprendida entre 23° y 28°C y en ningun caso
la temperatura podra exceder de 392C. Agitar el recipiente que
contiene la muestra a intervalos frecuentes durante el proceso
de ablandamiento con objeto de que la muesira se mezcle
homogéneamente. Sacar el recipiente del bafio de agua y agi-
tarlo vigorosamente a intervalos frecuentes hasta que la mues-
tra se haya enfriado adquiriendo una consistencia espesa y
crermosa. Esta operacion puede realizarse con un agitador me-
canico.

Efectuar una determinacién en blanco, empleando los mismos
reactivos, en las mismas cantidades y siguiendo el mismo pro-
cedimiento que se describe a continuacién.

Pesar con una precision de 10 mg, 5 mg de muestra e in-
troducirla en un matraz erlenmeyer,

Anadir cuidadosamente 100 ml de agua destilada hirviendo.
Dejar en reposo durante 5-10 minutos, agitando por rotacion
de cuando en cuando, mientras se enfria a una temperatura de
50-55° C (temperatura de valoracién). Afadir 2 ml de solucién
de cromato de potasio. Mezclar agitando por rotacién. Mien-
tras se agita continuamente, valorar con la solucién de nitrato
de plata hasta que el cambio de color anaranjado pardo persista
durante 30 segundos.

3.5. Cadlculo.

El contenido de sal (expresado en porceniaje por masa de
Na CD es:

585t (vi — v,)

a

t = normalidad de la solucién de nitrato de plata.

v; = volumen, en ml, de solucién de nitrato de plata, utilizados
en ia valoracién. '

v, = volumen, en ml, de solucién de nitrato de plata en el ensa-
vo en blanco. .

a = masa, en gramos, de la muestra utilizada.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones pa-
ralelas no deberd ser mayor de 0,02 g de cloruro de sodio por
100 g de producto.

3.8. Referencia.

1. Norma FIL-12A - 1969.

4. AGUA, EXTRACTO SECO MAGRO Y GRASA
EN UNA SOLA MUESTRA

4.1. Principio.

Se define el contenido de agua en la mantequilla como la
pérdida de masa, expresado como porcentaje, en masa, seguin
se determina por el procedimiento descrito.

Se define el contenido de extracto seco magro en la mante-
quilla como el porcentaje,. en masa, de sustancias, segin se
determina. '

Se define el contenido de materia grasa en la mantequilla
como el porcentaje, ‘en masa, que se obtiene restando de 100 el
contenido de agua y el del extracto seco magro.

El contenido de agua se determina gravimétricamente secan-
do una cantidad conocida de mantequilla a 102° + 2° C.

El contenido de extracto seco magro se determina gravimé-
tricamente después de extraer con éter de petréleo la grasa de
la mantequilla secada. .

4.2, Material y aparatos.

4.2.1. Balanza analitica con una tolerancia de 6,1 mg.

422, Estufa de desecacién bien ventilada y controlada con
termostato. ajustada para que funcione a una temperatura de
102° + 2° C). .

4.2.3. Céapsulas metalicas, de porcelana o de vidrio, resis-
tentes a ia corrosion. que tengam por lo menos 25 mm de altu-
ra y 50 mm de diametro.

4.2.4. Crisoles filtrantes de vidrio sintetizado (porcsidad nu-
mero 3) con matraces de filtracién a la trompa.
4.2.5. Varilla con pieza final de material adecuado.

4.3. Reactivos.

Eter de petréleo con limites de ebullicién entre 30°C y 60° C.
Este reaclivo no debe dejar-ningan residuo por evaporacion.

4.4. Procedimiento.

4.4.1. Preparacién de la muestra.—Excepto cuando el mez-
clado no se considere necesario, la muestra debe mezclarse agi-
tando con una varilla o con un agitador mecanico, lo mas ra-
pidamente posible, sin exceder de 1 minuto. La temperatura
del mezclado debera estar comprendida normalmente entre 23° C
y 28°C, pero en ningun caso debera exceder de 35° C. Antes de

pesar, la muestra deberd ponerse siempre a la temperatura
ambiente,
4.4.2. Determinacién de agua.—Secar la capsula en la estufa

hasta masa constante. Dejar enfriar la céapsula en desecador
hasta la temperatura ambiente (30-35 min.) y pesar. Pesar en
la capsula, de 5 a 10 g de la muestra de mantequilla. Mantener
la capsula en la estufa durante una hora, por lo menos. Dejar

"que se enfrie la capsula en desecador a la temperatura ambiente’

(de 30-35 min.) y pesar. Repetir el secado a intervalos de media
hora hasta masa constaite (variacion igual o inferior a 0,5 mili-
gramos). Todas las pesadas se haran con una precision de 0,1
miligramo En el caso Je que aumente la masa, se toma la masa
minima para el calculo. No deben emplearse en esta determi-
nacién materiales absorbentes.

"4.4.3. Determinacion del extracto seco magro.—Secar el cri-
sol de vidrio filtrante en la estufa hasta masa constante. Dejar
enfriar el crisol a temperatura ambiente (30-35 min.) y pesar.
Afiadir de 10 a 15 ml de éter de petrdleo caliente a la capsula,
que coniiene el extracto seco procedente de la determinacion de
agua, de manera que se disuelva la grasa.

Separar la mayor cantidad posible del sedimento adherido
a la capsula utilizando una varilla y pasar cuantitativamente la
solucion ‘sobre la punta de la varilla al crisol. Repetir las ope-
raciones cinco veces, Lavar el sedimento que queda en el crisol
con 25 ml de éter de petrdlec caliente. Secar la capsula y el
crisol en la estufa duranie 2 horas. Dejar que la capsula y el
crisol se enfrien a la temperatura ambiente (30-35 min.) y pesar.
Repetir las operaciones durante periodos de 30 minutos a la
temperatura de secado hasta que la masa no disminuya m4s.
Todas las pesadas se haran con una precisién de 0,1 mg.

4.5. Cadlculo.

4.5.1. Método de calculo de contenido de agua.—Emplear la

férmula:
M—n
agua % = ——— X 100
M

Siendo:
M = masa, en gramos de la muestra.
n = masa, en gramos, de la muestra después de secar.

4.5.2. Método de calculo del extracto seco magro.-—~Emplear

.1a féormula

(As-A) + (B,-B;) % 100
Exiracto seco magro =

M
Siendo:

A) = masa, en gramos, del crisol vacio.

A; = masa, en gramos, del crisol conteniendo sedimento.

B, = masa, en gramos, de la capsula vacia. .

B, = masa, en gramos, de la capsula con sedimento residual.
M = masa, en gramos, de la muestra.

453. Método de cdlculo del contenido de grasa.
Grasa % = 100 — (E + S)

porcentaje, en masa, de agua (calculada en 4.5.1).
porcentaje, en masa, de extracto seco magro (calculado en
4.5.2). /

nM
nn

Para la determinaciéon del contenido de agua, la diferencia
entre el resultado de determinaciones paralelas no debera exce-
der de 0,1 g de agua para 100 g de mantequilla,
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Para la determinacién del contenido de extracto seco magro,
la diferencia entre resultados de determinaciones paralelas no
debera exceder de 0,05 g de extracto seco magro para 100 g de
mantequilla.

5. DETECCION DE GRASA VEGETAL EN GRASA DE LECHE
POR CROMATOGRAFIA DE GASES DE ESTEROLES

5.1. Principio.

Los digitonidos de esterol se disuelven en una mezcla de
formamida y dimetil formamida, y los esteroles liberados se
extraen con pentano, y se separan por cromatografia de gases.
Si se obtiene en el cromatograma un pico con el tiempo de re-
tencion del beta-sitosterol, se concluye la presencia de grasa
vegetal en la muestra de grasa examinada.

5.2. Material y aparatos.

5.2.1, Cromatégrafo de gases, equipado de un detector de
ionizaciéon de llama, con un inyector de plata o de vidrio con
un sistema de inyeccién directa en la columna y con un re-
gistrador.

5.2.2, Columna de cromatografia de gases, de vidrio o de
acero inoxidable, en forma de U o en espiral, de 1 6 2 m de
longitud, diametro interior de 3-4 mm. Se recomienda el vidrio,
pues algunos tipos de acero inoxidable dan resultados erréneos
por alteracién de los esteroles.

5.2.3. Microjeringa, capaz de proporcionar dosis de 5 ¢ 10
microlitros.

.

5.3. Reactivos.

5.3.1. Mezcla de volumenes iguales de formamida y dimetil-
formamida.

5.3.2. n-Pentano.

5.3.3. Relleno de la columna: fase estacionaria de goma de

silicona (tipo metilico), estable hasta por lo menos 300°C que
impregna en m? a 4 por 100, una tierra de diatomeas calcinada,
lavada al acido y silanizada, de granulometria 80/100 6 100/120
de malla.

5.3.4. Solucién para el ensayo de sensibilidad: 1 mg de co-
lesterol de 1 ml de n-pentano, recientemente preparado a partir
dz la grasa de leche, como se describe en 5.4.2.

5.3.5. Solucién para el ensayo de resolucion de los picos:
0,9 mg de fitosterol de aceite de colza y 0,1 mg de colesterol
en 1 ml de n-pentano. Los esteroles deben estar-recientemente
preparados segin el procedimiento descrite en 5.4.2.

5.3.8. Solucion para el ensavo de refersncia: 1 mg de fitos-
terol de aceite de soja en 1 ml de n-pentano recientemente pre-
parado, seglin se describe en 5.4.2,

5.3.7. Gas portador, nitrogeno.

5.3.8. Hidrégeno.

5.3.9. Oxigenc o aire.

5.4. Procedimiento.

5.4.1. Preparacion de la muestra.—Fundir aproximadamente
50 g de la muestra de mantequilla en una estufa corriente a
temperatura inferior a 50° C hasta separacion de las fases acuo-
sa y grasa. Separar la capa grasa por decantacién y clarificar
la grasa en una estufa a una tempertura de aproximadamente
40° C filtrando sobre un papel de filtro seco y evitando que
pase la fase acuosa sobre el filtro.

5.4.2. Preparacién de esteroles.—Pesar en un matraz erlen-
meyer de 500 ml, aproximadamente 15 g de materia grasa con
una precision de 0,1 g. Afnadir 10 ml de la solucién de hidro-
xido de potasio y 20 ml de etanol (95-96 por 100 v/v). Colocar
sobre el matraz erlenmeyer el refrigerante de aire, calentar en

bafio.de agua hirviendo, agitando por rotacién, hasta que la

solucion se haga clara, y continuar la ebullicién media hora
mas.

Afadir 60 ml de agua y luego 180 ml de etanol (95-96 por
100 (v/v) y llevar la temperatura a aproximadamente 40° C.
Anadir 30 ml de la solucién alcohélica de digitonina (1 por 100),
agitar y dejar enfriar. Colocar el matraz en un refrigerante
regulado a 5°C, aproximadamente, durante 12 horas o una
noche.

Recoger el precipitado del digitonido de esterol por filtra-
cién sobre un papel de fillro de velocidad media en un embudo
Buchner (8 cm de diametro). Lavar el precipitado con agua
aproximadamente a 5° C, hasta que el filtrado no forme espuma,
luego lavar una vez con 25-50 ml de etanol (95-96 por 100 v/v)
y después una vez con 25-50 ml de éter dietilico,

Desecar el papel de filtro con el precipitado en un vidrio
de reloj en estufa a 102° £ 2° C, durante 10 a 15 minutos. Sepa-
rar el precipitado en forma de pelicula, plegando en dos partes.
el papel de filiro.

Disolver en un pequefio tubo de ensayo, aproximadamente,
10 mg de digiténido de esterol en 0,5 ml de una mezcla de
volumenes iguales de formamida y dimetil-formamida. Calentar
ligeramente, si es nd¢cesario, Después enfriar, anadir 2,5 ml
de n-pentano y agitar. Dejar reposar hasta que la separacién

.entre las capas sea neta y usar la capa superior, que contiene

los esteroles liberados. para el analisis cromatografico.

5.4.3. Condiciones de la cromatografia de gases.—Temperatu-
ra de la columna: 220-250° C. Temperatura del sistema de in-
yeccién, si puede calentarse por separado: 20-40° C por encima
de la temperatura de la columna. Gasto de nitrégeno: 30/60 ml/
min. Desconectar el detector y equilibrar las columnas nuevas
en estas condiciones durante 16-24 horas. Conectar el detector,
encender la llama y regular el gasto de hidrogeno y oxigeno
0 aire pare obtener una altura de llama y una sensibilidad
adecuada. Poner en marche el registrador y dejar que el papel-
se desenrolle a una velocidad adecuada, ajustar el cero y el
atenuador. Si la linea de base es estable, el aparato esta listo
para usarse.

5.4.4. Ensayo de sensibilidad.—Inyectar 3 a 5 mcl de la so-
lucién para el ensayo de sensibilidad (5.3.4). SoOlo aparecera

“un pico de colesterol en el cromatograma (fig. 5.1). Ajustar el

atenuador dé modo que se utilice aproximadamente toda la es-
cala del registrador.

5.4.5. Ensayo de resoluciéon de los picos.—Inyectar 3 a 5 mcl
de la soluciéon para el ensayo de resolucién de los picos (5.3.5).
Apareceran en el cromatograma los picos de colesterol, brasicos-
terol, camposterol (fig. 5.ID. Medir las distancias de retencién
(distancia desde el punto de inyeccién hasta el punto de altura
maxima del pico) de los picos, dy, para el colesterol, d;, para el
brasicosterol, d. para el camposterol y el d, para el beta-sitos-
terol y las anchuras de la base de los picos (dimension de reten-
cién entre las intersecciones con la linea de base de las tangentes
en los puntos de inflexion situados en la parte anterior v pos-
terior del pico). W,y para el colesterol y W, para el brasicoste-
rol. La resolucién de los picos, .expresada por la férmula

PR = 2(d, — dc-h) (Wb + Won)

debe ser por lo menos igual a 1.

Calcular los tiempos de retencion relativos (colesterol 1,00)
para cl brasicosterol, el camposterol y el beta-sitosterol.

5.4.86. Ensayo de referencia.—Inyectar 3 a 5 mcl de la solucion
para el ensayo de referencia (5.3.8). Los picos de camposterol,
estigmasterol y de beta-sitosterol deben apareccer sobre el cro-
matograma (fig. 5.111). Medir las distancias de retencién de los
picos, d. para el camposterol, dst para el estiginasterol y ds para
el beta-sitosterol . )

Calcular los tiempos de retencién relativos, que son, aproxi-
madamente:

Coleslerol ................ 1,00 (aproximadamente 15 min.)
Brasicosterol 1,13-1,15
Camposterol .... 1,32-1,34
Estigmasterol .. 1,44-1,46
Beta-sitosterol 1,66-1,68

5.4.7. Analisis.—Inyectar 3 a 5 mcl de la solucién & analizar
y dar al botdén, del atenuador hasta obtener un factor .de ate-
nuaciéon cuatro veces inferior (se obtiene generalmente en dos
pases del botdn). Registrar el cromatograma.

5.5. Cdlculo.

~ Si en el cromatograma un pico tiene un tiempo de retencion
relativo igual al de beta-sitosterol y una altura que corresponde
al menos a un 2 por 100 de la escala, se concluye la presencia
de beta-sitosterol y la muesira de grasa examinada, a partir
de la cual se han aislado los esteroles, se considera que con-
tiene grasa vegetal. La presencia en el cromatograma de picos
de otros fitosteroles, como el camposterol o el estigmasterol, re-
fuerza esta conclusion,

Por este método se pu;ede demostrar la presencia de al me-
nos un 0,5 por 100 de beta-sitosterol en la mezcla de esteroles.
El limite -de deteccion de la grasa vegetal en la grasa de leche
no se puede indicar porque depende del contenido en beta-
sitosterol de la grasa afiadida, es decir, de la naturaleza de
esta grasa o de la mezcla de grasas ahadidas a la grasa de
leche,
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5.0. Referencia.

1, Norma Internacional FIL-IDF 54: 1670,
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Figura 5.1l1.—Esteroles del aceite de soja

6. FOSFATASA RESIDUAL EN MANTEQUILLA

8.1. Principio.

El ensayo se basa en la accion del enzima fosfatasa sobre
el substrato fenil fosfato disédico, con liberacién del fenol y
fosfato. La cantidad de fenol liberada se determina por adicién
de un reactivo que da color azul en presencia de fenol.

Centidades superiores a dos equivalentes de fenol en 0,5 g .
de mantequilla indican una pasterizacién insuficiente.

8.2. Material ¥y aparatos.

6.2.1. Cuchillo o espatula de acero inoxidable.

6.2.2, Baifio de agua a 37°-38°C.

8.2.3. Termometro.

8.24. Pipetas de 1 ml.

6.2.5. Embudo de 5 cm de didmetro.

6.2.8, Papel Whatman num. 42 o num. 2.

8.2.7. Tubos graduados a § y 10 ml.

8.2.8. Fotémetro con filtro de transmitancia maxima a 610 nm.
68.2.9. Centrifuga.

6.2.10. Pera de goma para pipetar.

6.3. Reactivos.

6.3.1. Tampén hidréxido-borato de bario:” Disolver 18 g de
BA (OH),BH;O y 8 B de H3;BO; en agua y diluir a 1 litro con
agua. )

68.3.2. Tempdn de desarrollo de color: PH 9,8 % 0,15 a 25°C.
Disolver 8,0 g de metaborato sédico (NaBO,) y 20 g de NA Cl en
agua y diluir a 1 litro con agua.

6.3.3. Tampén de dilucién de color: Diluir 100 ml de tampén
de desarrollo de color & 1 litro de agua.

6.3.4. Sustrato tampén: Disolver 0,10 g de fenil fosfato disé-
dico cristalino libre de fenol en 100 ml de tampén hidréxido-
borato de bario (6.3.1) (los cristales de Na,C;H;PO; deben guar-
darse en congelador o en desecador). Si Na,CsHsPO, no esta libre
de fenol, purificarlo como sigue: Disolver 0,5 g con 4,5 ml de
agua, ahadir 0,5 ml de tampén hidréxido-borato de bario (6.3.1)
y dos gotas del reactivo BQC (8.3.5) y dejar reposar 30 minutos,
Extraer el color con 2,5 ml! de alcohol butilico 6.3.7) y dejar
reposar hasta que el alcohol se separe. Retirar el alcohol con
un cuentagotas y desecharlo. Diluir 1,0 ml de la solucién acuose
a 100 ml de tampén hidréxido-berato de bario (8.3.1). Calentar
la solucién a 85° C 2 minutos, tapar inmediatamente y conservar
en refrigerador. La solucién es esteble un afio si las porcioneg
son recogidas con minima exposicién a la atmésfera.

0.3.5. Solucion BQC (s,6-dibromoquinona cloroimida) o reagc:
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tivo de Gibbs: Disolver 40 mg BQC en polvo en 100 ml de
alcohol absoluto o metanol y pasarlo a un frasco cuentagotas
oscuro. El reactivo permanece estable por lo menos un mes, si
se guarda en congelador; no usarlo después de que empiece
a ponerse pardo. Guardar BQC en polvo en congelador o en
desecador (nota: ha hahido explosiones del reactivo BQC guar-
dado en botellas en la estanteria de reactivos). Comprobar los
nuevos lotes de BQC antes de usarlo, preparando una curva
patrén con fenol y comparando la curva obtenida con la de BQC
que se sabe es satisfactorio. Repetir la prueba al menos semes-
tralmente.

6.3.6. Solucién de sulfato de cobre para los patrones: Disol-
ver 0,05 g CuSO;5H;O en agua y diluir a 100 ml.

6.3.7. Alcohol butilico: Usar alcchol butilico normal, punto
de ebullicion 1168-118° C.-Para ajustar el pH, mezclar 1 litro con
50 ml de tampoén de desarrollo de color. Guardar en recipiente
con tapon de vidrio.

6.3.8. Solucion patrén de fenol:

6.3.8.1. Soluciéon madre: Pesar exactamente 1.000 g de fenol
puro, llevarlo a un matraz aforado de 1 litro, diluirlo con agua
hasta 1 litro y mezclar (1 ml = 1 mg de fenol). La solucién es
estable varios meses en refrigerador.

6.3.8.2. Patrones de trabajo: Diluir 10,0 ml de la solucién
madre con agua hasta 1 litro y mezclar (1 ml = 10/ug 0,00001 g
o 10 unidades de fenol). Usar esta solucion patrén para pre-
parar soluciones patrén mas diluidas; p. e., diluir 5, -10, 30,
50 ml con agua hasta 100 ml para preparar soluciones patrén,
que contenga 0,5; 1,0; 3,0 y 50 mg o unidades de fenol ml],
respectivamente. Guardar estas. soluciones patrén en refrigera-
dor no mas de una semana. ’

Analogamente preparar, a partir de la solucién madre
(6.3.8.1), soluciones patrén que contengan 20, 30 y 40 unida-
des/ml. )

Medir las cantidades adecuadas de las soluciones patrén de
trabajo en una serie de tubos (preferiblemente graduados a 5,0
y 10,0 mD) para conseguir un intervalo adecuado de patrones,
segun se necesite, que contengan O (control o prueba en blan-
co), 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 y 40,0 unidades. Para
aumentar el brillo de las soluciones azules y mejorar la esta-
bilidad de los patrones, anadir 1,0 ml de solucién de CuSO,
(6.3.6) a cada tubo. Luego aiadir 5,0 ml de tampén de solucién
de color (8.3.3) y diluir con agua hasta 10,0 ml, afiadir 4 gotas
(0,08 ml) de la solucién BQC (6.3.5) con agua hasta 10,0 ml,
afadir 4. gotas (0,08 ml} de la soluciéon BQC (6.3.5), mezclar
y dejar .desarrollar el color azul 30 minutos a temperatura
ambiente.

Leer las intensidades de color en el fotémetro con filtro de
610 nm, restar el valor de la prueba en blanco del color de
cada patrén de fenol y preparar la curva patron (debe ser una
linea recta).

Si los patrones han de usarse para comparacién visual, guar-
dar en refrigerador. Preparar semanalmente una serie nueva.

6.4. Procedimiento.

Tomar la muestra por debajo de la superficie con cuchillo
y espatula limpios y proceder como sigue:

Pesar 1,0 g de muestra (preferiblemente por duplicado} sobre
un pedazo de papel encerado de aproximadamente-1 pulgada
cuadrada e introduir el papel con la muestra dentro del tubo.
Analogamente, pesar otra muestira y colocarla en un tubo como
control o patron.

Calentar el patrén aproximadamente 1 minuto a 85-90° en
vaso de agua hirviendo (cubierto asi el tubo entero se calienta
a 85-90°) y se enfria a temperatura ambiente. A partir de este
momento, tratar en la misma forma el patrén y el problema.

Afiadir 10,0 ml de sustrato patrén (8.3.4). Tapar el tubo y
mezclar. Inmediatamente después de aiadir el sustrato, incu-
bar 1 hora en bafio de agua a 37-38°, mezclando o agitando
el contenido de cuando en cuando.

Calentar en vaso de agua hirviendo casi 1 minuto, calen-
tando hasta 85-90° (utilizar termometro en otro tubo del mismo
tamafio y forma que contenga el mismo volumen de liquido)
y enfriar a temperatura ambiente en recipiente de agua fria.

Pipetar en 1 ml de solucién de Zn SO;H;O de 8,0 g/100 ml
y mezclar por completo (el pH de la mezcla debe ser de 8,0-9,1).

Filtrar (se recomienda embudo de 5 cm y papel Whatman
numero 42 o nam. 2) y recoger 5,0 ml de filtrado en el tubo,
preferentemente graduado a 5,0 y 10,0 ml.

Anadir 5,0 ml de tampén de desarrollo de color (6.3.2). El .

pH de la mezcla ha de ser 9,3-9,4.
Afiadir 4 gotas de la solucién BQC (8.3.5) y dejar 30 minutos
a temperatura ambiente para desarrollo de color (para detectar

anicamente la pasteurizacion, ahadir solamente 2 gotas de
solucion BQC).

Determinar la intensidad del color azul por uno de los si-
guientes métodos:

a) Con fotometro.—Leer intensidades de color de soluciones
en blanco y problema (utilizando filtro con transmitancia ma-
xima a aproximadamente 610 nm, restar la lectura de la prueba
en blanco de la del problema, y expresar el resultado en equi-
valentes fenol mediante referencias a la curva patrdn obtenida
con las correspondientes soluciones (6.3.8.2). Generalmente es
innecesaria la extraccién con alcohol butilico cuando se utiliza
el fotémetro; si se hace la extraccion con alcohol butilico como
en (b), centrifugar la muestra 5 minutos para romper la emul-
sién y separar el agua suspendida en la capa de alcohol (para
esta finalidad puede adaptarse una centrifuga Babcock hacien-
do adaptadores especiales para tubos en la forma siguiente:
Cortar una seccion de 1/4” de grueso de un tapén de goma
de diametro adecuado, que ajuste en el fondo del vaso de cen-
trifugacion. Pegar dos tapones de corcho de diametro adecuado,
perforar en el centro un orificio de dimensiones adecuadas para
alojar un tubo ajustadamente e introducir la seccién doble de
corcho en el vaso. Después de centrifugar, quitar casi todo el

~alcohol butilico con pipeta provista de pera de goma en el ex-

tremo superior. Filtrar dentro de la cubeta del fotometro y leer
con filtro cuyo maximo de transmitancias es aproximadamente
de 650 m/m).

b) Con patrones visuales.—Con muestras que producen mas
de 5 unidades, comparar colores en tubos con los de patrones
de fenol en solucion acuosa (6.3.8.2). Para cuantificar resultados
en los casos dudosos {(p. ej., problemas que producen 0,5-5 uni-
dades de color) extraer con alcohol butilico (8.3.7). Afadir 5,0 ml
de alcohol (8.3.7) e invertir el tubo lentamente varias veces;
centrifugar como en (a) si es necesario incrementar la transpa-
rencia de la capa de alcohol, y comparar el color azul con los
colores de los patrones de fenol (8.3.8.2), analogamente tratados.

En los problemas que se consideren muy positivos durante
el desarrollo de color (p. ej., 20 unidades), en los que 4 gotas
de solucion BQC (6.3.5) pueden ser insuficientes para combinar
con todo el fenol, pipetar proporcién adecuada de contenidos
dentro de otro tubo, diluir hasta 10,0 ml con tampdn de dilucién
de color (8.3.3), y afnadir 2 gotas adicionales de solucién BQC
(6.3.5). Con cada problema diluir y tratar la prueba en blanco
analogamente. Si-la prueba sobre la muestra diluida es todavia
muy fuertemente positiva, diluir de nuevo en la misma forma
hasta que el color final esté dentro del intervalo de los patro-
nes visuales o de la curva patrén del fotémetro. Déjar 30 minu-
tos para el desarrollo de color después de la ultima adicion
de la solucién de BQC (8.3.5) antes de hacer la lectura final.
Para corregir lecturas vor dilucién, multiplicar por 2 para di-
lucién 5 + 5, por 10 para diluciéon 1 + 9 y por 50 dilucién 1 + 8
seguida de dilucién 2 + 8, etc.

6.5. Cadlculo.

Cuando se utilice 1,0 g de mantequilla y se afiadan 11,0 ml
sode liquido, multiplicar el valor de la lectura por 1,1 para con-
vertir el resultado en equivalentes de fenol/0,5 g de mantequilla
(valores mayores de 2 equivalentes/0,5 g de mantequilla indican
pasteurizacion insuficiente).

8.6. Referencia.

1. A.O. A.C. Official Methods of Analysis, 11.* Ed. (1970).

7. INDICES DE ACIDOS GRASOS VOLATILES SOLUBLES
E INSOLUBLES

7.1. Principio.

El indice de acidos grasos volatiles solubles (indice de Rei-
chert o Reichert-Meissl-Mellny) es el namero de ml de una so-
lucién acuosa de alcali 0,1 N, requerido para neutralizar los
acidos grasos volatiles solubles en agua de 5 g de grasa en las
condiciones que se especifican.

El indice de 4cidos grasos volatiles insolubles (indice de Po-
lenske) es el nimero de ml de soluci6n acuosa de élcali 0,1 N,
requerido para neutralizar los acidos grasos volétiles insolubles
en agua, obtenidos en 5 g de grasa, en las condiciones especi-
ficadas en el método. .

Después de saponificar la grasa con una solucién de hidré-
xido sodico en glicerina, la solucién jabonosa se diluye con
agua y se acidifica con acido sulfurico. Los acidos grasos vola-
tiles se destilan y los acidos grasos insolubles se separan de
1os solubles por filtracién. La solucién acuosa de acidos solubles
v la solucién etandlica de &cidos insolubles se valoran separa-
damente con una solucién de alcali normalizada,
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El método es empirico porque s6lv deteimina una parte de
estos &acidos. Por tanto, las especificaciones referentes al proce-
dimiento y aparatos se deben seguir rigurosamente para obtener
resultados exactos y reproducibles.

7.2. Material y ap'aratos (figura 7.D.
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Figura 7.1.—Determinacién de los indices de Reichert
y de Polenske

7.2.1. Matraz de fondo plano de vidrio al borosilicato de
300 ml de capacidad (A).

7.2.2. Cabeza de destilacién (E).

7.2.3. Refrigerante (C). ) "

7.2.4. Receptor, que consiste en un matraz aforado con las
rayas circulares de aforo a 100 y 110 ml (D).

" 7.2.5. Lamina de asbesio de 120 mm de didmetro, 8 mm de
espesor con una abertura central circular de 40 a 50 mm de
diametro, para sostener el matraz durante el calentamiento (E).

7.2.6. Piedra pémez triturada que pasa a través de un temiz
de malla circular de 1,44 mm,

En la figura se representan las dimensiones en mm y el
montaje del aparato de destilacién; para las conexiones se pue-
de utilizar tapones de caucho, neoprano o silicona, o juntas de
vidrio esmerilado «estandar» 24/40.

7.3. Reactivos.

7.3.1. Glicerina (d = 1,26; 98 por 100 p/p).

7.3.2. Solucién acuosa de hidréxido sédico (44 por 100 p/p),
conservada en botella protegida del diéxido de carbono. Usar
la porcién limpia libre de precipitado de carbonatos.

7.3.3. Agua destilada, hervida durante 15 minutos, para eli-
minar el di6xido de carbono.

7.3.4. Solucién de é&cido sulfarico 1N, .

7.3.5. Solucién acuosa de hidréxido sédico o potasico 0,1 N,
exactamente normalizada.

7.3.8. Solucién indicadora de fenolftalefna (1 por 100 en
etanol de 85-98 por 100).

7.3.7. Etanol (8596 vor 100 v/v) neutro a la fenolftaleina.
El agua usada debe ser destilada o de una pureza por lo menos
equivalente,

7.4. Procedimiento.

7.4.1. Preparacién de la muestra: Como en 5.4.1.

7.4.2. Determinacién del indice de é&cidos grasos volatiles
solubles: Pesar 5 g con aproximaciéon de 0,01 g de grasa en el
matraz A. Anadir 20 g (16 ml) de glicerina y 2 ml de solucién
de hidréxido sédico (44 por 100). Para afiadir la solucién de
hidréxido sédico, usar una bureta protegida de la entrada de
di6éxido de carbono y limpiar la punta de la bureta_desechando
las primeras gotas. Calentar el matraz a fuego directo, evitando
sobrecalentar y agitando continuamente, hasta que el liquido
no forme espuma y se vuelva limpido. Dejar enfriar el matraz
hasta 90° C. Afiadir 90 ml de agua destilada recientemente her-
vida a la misma temperatura aproximadamente y mezclar. El
liquido debe quedar limpido. Anadir de 0,6 a 0,7 g de piedra
pémez y después 50 ml de solucién de Acido sulfarico 1N.
Conectar inmediatamente el matraz al aparato de destilacién y
calentarlo ligeramente hasta que los dcidos grasos libres formen
una capa superficial limpia. Empezar a calentar y regular la
llama de modo que se recojan en el matraz aforado 110 ml de
destilado en 19-21 minutos, tomando como principio del periodo-
de destilacién el momento en que se forma la primera gota en
el refrigerante. Regular el flujo de agua del refrigerante de
modo que se mantenga la temperatura del agua que sale del
refrigerante a 20°* 1°C.

Cuando se hayan recogido exactamente 110 ml de destilado,
quitar el mechero inmediatamente y sustituir el matraz aforado
por un pequefio vaso. Mezclar el contenido del matraz aforado
agitando suavemente y sumergir el matraz en un baiio de agua
a 20° % 1° C durante 10-15 minutos, estando la serial de 110 ml
del matraz aforado por debajo del nivel del agua del bafio.
Agitar el matraz de cuando en cuando. Tapar el matraz y mez-
clar invirtiéndolo 4 6 5 veces sin agitar. Filtrar los 110 ml de
destilado por un papel filiro seco de velocidad media (diametro
80-90 mm), que se ajusta céomodamente en un embudo. El fil-
trado debe ser limpido (el filtro debe ser de tales dimensio-
nes, que un volumen de 15 ml lo llene completamente). Pipetar
100 ml de filtrado y pasarlos a un matraz erlenmeyer de 300 ml,
afiadir 0,5 ml de la solucién indicadora de fenolftaleina y valo-

-rar con la solucién acuosa de &lcali «estandar» 0,1 N hasta un

color rosa persistente durante 0,5-1 minuto,

7.4.3. Ensayo en blanco: Hacer un ensayo en blanco sin
grasa y en lugar de saponificar & fuego directo calentar en
bafio de agua hirviendo durante 15 minutos."

No se requeriran para la valoracién mas de 0,5 ml de la so-
lucién de élcali normalizada. En otro caso, se deben preparar
nuevas soluciones del reactivo.

7.4.4. Determinacién del {ndice de 4acidos grasos volatiles in-
solubles (Polenske): Lavar. el filtro con tres porciones sucesivas
de 15 ml de agua destilada a la temperatura de 20°+ 1°C, ha-
biendo pasado previamente cada una a través del refrigerante
del vaso pequefio y del matfaz aforado. Poner el embudo y el
filtro en el cuello de un matraz cénico, limpio y seco, de 200 ml
de capacidad. Disolver los 4cidos grasos insolubles repitiendo los
lavados, usando ahora porciones de 15 ml de etanol (95-98 por
100 v/v). Valorar con la solucién acuosa de alcali normalizada
(0,1 N) el conjunto de los lavados con etanol usando 0,5 ml de
solucién indicadora de fenolftaleina, hasta un color rosa per-
sistente durante 0,5-1 minuto.

7.5. Cdlculo.
7.5.1. Indice de 4cidos grasos volatiles solubles (indice de
Reichert).
Indice de Reichert =11-t- (V; — b
Siendo: "

V; = volumen en mililitros de la solucién normalizada (0,1 N) de
&lcali, utilizados en la valoracién de la muestra.
b = volumen en mililitros de la solucién normalizada (0,1 N) de
alcali, utilizados en el ensayo en blanco.
t = normalidad exacte de la solucién normalizada (0,1 N) de
alcali.

Redondear el resultado a le primera cifra decimal.

7.5.2. Indice de acidos grasos volatiles insolubles (indice de
Polenske).
Indice de Polenske = 10-t- V,
Siendo:” :

Vi, = volumen en mililitros de la solucién normalizada 0,1 N) de
4lcali utilizada en la valoracién de la muestra.
t = normalidad exacta de la solucién normalizada (0,1 N) de
4lcali.

Redondear el resultado a la primera cifra decimal.
(Continuard)



