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Excelentisimos sefnores:

El Decreto 2519/1974, de 9 de agosto, sobre entrada en vigor, aplicaciéon y desarrollo del
Caodigo Alimentario Espanol, contempla la necesidad de completar la normativa vigente en
productos de consumo humano, para lo que es imprescindible la fijacion de limites de
componentes en la normalizacion de los diferentes productos, limites que dependen en la
mayoria de los casos de las técnicas analiticas a emplear.

Por otra parte, la actuacién de los distintos Ministerios en el &mbito de sus respectivas
competencias, requiere el analisis de idénticos componentes de los productos de consumo
humano, si bien en diferentes fases de elaboracion o comercializacion.

Por todo lo anterior, parece légico unificar criterios y aunar esfuerzos mediante el
establecimiento de métodos de analisis oficiales Unicos para todos los Ministerios.

Para la redaccion de los citados métodos de andlisis, hecha conjuntamente por
cualificados especialistas de los Ministerios interesados, se ha considerado conveniente
adaptarse en lo posible a los aprobados por Organismos Internacionales especializados en
la materia, con el fin de aprovechar la experiencia habida en su aplicacion y de facilitar la
confrontacion de los resultados en las relaciones comerciales supranacionales.

En consecuencia, a propuesta de los Ministros del Ejército, Hacienda, Gobernacion,
Industria, Agricultura y Comercio, esta Presidencia del Gobierno dispone:

Primero.

Se aprueban como oficiales los métodos de analisis de Aceites y Grasas, Cereales y
Derivados, Productos Lacteos y Productos Derivados de la Uva que se citan en los
anexos 1, 2,3y 4.

Segundo.

Cuando no existan métodos oficiales para determinados analisis, y hasta que sean
estudiados por el Grupo de Trabajo correspondiente, podran ser utilizados los adoptados por
Organismos nacionales o internacionales de reconocida solvencia.
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Tercero.

Quedan derogadas las disposiciones de igual o inferior rango que se opongan a la
presente Orden.
Cuarto.

La presente disposicion entrara en vigor a los treinta dias de su publicacion en el
«Boletin Oficial del Estado».

Lo digo a VV. EE. a los procedentes efectos.
Dios guarde a VV. EE.

Madrid, 31 de enero de 1977.
OSORIO

Excmos. Sres. Ministros del Ejército, Hacienda, Gobernacion, Industria, Agricultura y
Comercio.

ANEXO |

Métodos de analisis de aceites y grasas

1. PREPARACION DE LA MUESTRA
1.1 Principio.

Este método establece las condiciones generales de preparacion de la muestra; las de
caracter particular estan indicadas en los métodos correspondientes.

1.2 Procedimiento.
1.2.1 La muestra es fluida y perfectamente limpia.

Para todas las determinaciones, antes de realizar la toma para ensayo, agitar la muestra
como medida de precaucion.

1.2.2 La muestra es fluida, pero presenta turbidez o materia depositada.

1.2.21 Para las determinaciones: Impurezas, agua y materias volatiles, e
insaponificable, agitar enérgicamente la muestra para homogeneizarla lo mejor posible antes
de la toma para ensayo.

1.2.2.2 Para los demas métodos colocar la muestra en estufa a 50 °C. Cuando aquélla
alcance esta temperatura, agitar enérgicamente. Dejar decantar. Filtrar sobre papel en la
estufa mantenida a 50 °C. El filtrado debe ser limpio.

1.2.3 La muestra es solida.

Colocar en estufa mantenida a una temperatura 10 °C superior a la de fusion presumible
de la muestra. Operar como en 1.2.1 si la muestra fundida es fluida y perfectamente limpia; y
como en 1.2.2 si la muestra fundida presenta turbidez o materia depositada.

1.3 Referencia.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps. 1964. Il. A. 1.

2. CARACTERES ORGANOLEPTICOS

2.1 Principio.

Caracteres organolépticos son las cualidades de las sustancias grasas perceptibles
directamente por los sentidos. Por lo tanto, su determinacién es fundamentalmente subjetiva;
no permitiendo establecer, en general, métodos concretos y definidos.

2.2 Aspecto.
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Se considerara de aspecto correcto cuando sometida la muestra de aceite, durante 24
horas, a una temperatura de 20 °C * 2 °C, se observe homogénea, limpia y transparente.

2.3 Olor y sabor.

Seran los normales segun el tipo de aceite, y con los aromas propios y caracteristicos,
sin que se advierta en ningun caso sintomas organolépticos de rancidez.

2.4 Color.

) Variara del amarillo al verde. Para los aceites de oliva y orujo se medira por el método
«Indice de color A. B. T.». En los demas aceites refinados se medira en el sistema Lovibond,
utilizando cubetas de 5,25 pulgadas.

3. INDICE DE COLOR A. B. T.
3.1 Principio.

Este método tiene por objeto establecer una escala de indices para la denominacion del
color de los aceites de oliva y de semillas, que no contengan, examinados por la vision
humana, tonalidades rojizas, es decir, que solo representen tonalidades variables del
amarillo al verde.

El indice de color A. B. T. indica cuantos ml de una disolucion 1/15 M de fosfato disédico
de Sorensen debera contener por litro, una mezcla de dicha disolucion con otra 1/15 M de
fosfato monopotasico, para que agregando un numero suficiente de ml de una disolucion
al 0,04 por 100 de azul de bromotimol, preparada en la forma que se indica mas adelante, se
origine una coloracién idéntica a la del aceite, examinando por transparencia, con la vision
humana, una capa de 25 mm de espesor, de la materia grasa y de la disolucion patrén.

3.2 Material y aparatos.
3.2.1 Tubos de vidrio neutro de 25 mm de didmetro interior y 140 mm de longitud.
3.3 Reactivos.

3.3.1 Disolucion 1/15 M de fosfato monopotasico. Disolver 9,078 g de KH,PO4 en agua
destilada y hervida, hasta completar 1 litro.

3.3.2 Disolucion 1/15 M de fosfato disédico. Disolver 11,88 gramos de Na,HPO,4 2H,0
en agua destilada y hervida, hasta completar 1 litro.

3.3.3 Disolucion de azul de bromotimol al 0,04 por 100. Triturar en un mortero de
agata 0,1 g de azul de bromotimol, agregar, poco a poco, y removiendo, 3,5 ml de
NaOH 0,05N. Cuando se ha disuelto, observandose soélo la turbidez ligera, llevar
integramente la disolucion a un matraz aforado de 250 ml, utilizando para lavar el mortero
agua destilada y hervida. Agregar al matraz agua destilada y hervida hasta completar la
cuarta parte de su volumen, y calentar en bario de agua a 80°-90 °C, hasta disolucién
completa. Enfriar hasta la temperatura ambiente, completando con agua destilada y hervida,
hasta el enrase.

3.4 Procedimiento.

3.4.1 Preparacién de los patrones de color. Poner en cada uno de los nueve tubos de
vidrio, los volumenes de las disoluciones de fosfato monopotasico y disédico que se indican
en el cuadro que figura a continuacion. Agregar 2 ml de la disolucién de azul de bromotimol y
agitar los tubos.

Disolucién
Indice A. B. T. | Disolucién 1/15 M en ml KH, PO.| 1/15 M en ml.
Na;HPO, 2H,0

0 50,00 0,00
25 48,75 1,25
50 47,50 2,50
75 46,25 3,75
100 45,00 5,00
125 43,75 6,25
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Disolucién
Indice A. B. T. | Disolucién 1/15 M en ml KH, PO.| 1/15 M en ml.
Na,HPO, 2H,0

150 42,50 7,50
175 41,25 8,75
200 40,00 10,00

En esta escala el indice O corresponde al patrén con coloraciéon amarilla 'y el 200 al de la
verde, presentando los intermedios, tonos verdosos ascendentes del 0 al 200.

Si es necesario preparar otras series con las mismas mezclas de fosfatos, pero poniendo
volumenes mayores o menores de azul de bromotimo, para obtener intensidades mas
fuertes 0 mas débiles del tono normal que se fija en este método. Designar estos nuevos
indices colocando entre paréntesis, a continuacion de los que se establecen en este método,
el numero de ml de azul de bromotimol utilizados.

Estos patrones se conservan mucho tiempo en la oscuridad, bastando en general una
comprobacion cada 6 meses, por comparacion con disoluciones recién preparadas.

3.4.2 Determinacioén del indice de color, El aceite cuyo color se quiere describir debe
tener una temperatura aproximada de 20 °C y estar completamente transparente, filtrandose
si presenta turbidez.

Llenar de aceite hasta las tres cuartas partes uno de los tubos; observar por
transparencia, mirando en direccion normal al eje del tubo, con cual de los colores de la
escala de patrones se identifica, colocando detras de los tubos una hoja de papel blanco.

3.5 Expresion de resultados.

3.5.1 El indice de color se expresara por un numero, correspondiente a los ml del patrén
con el que se ha identificado la muestra.

3.6 Referencia.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.021.

4. DENSIDAD
4.1 Principio.

Se determina la masa de la unidad de volumen, expresada en gramos por centimetro
cubico, a una temperatura dada. La densidad se representa por d.

La temperatura se ha de controlar exactamente ya que la densidad de las materias
grasas varia aproximadamente 0,00068 por grado.
La temperatura de la determinacion no diferira de la de referencia en mas de 5 °C.

4.2 Material y aparatos.
4.2.1 Picnometro normal, o con termdmetro acoplado de 50 ml aproximadamente.
4.3 Procedimiento.

4.3.1 Aceites y grasas liquidas. Para la determinaciéon de la densidad el picndmetro ha
de estar a la temperatura constante del medio ambiente. Llenar el picndmetro hasta el borde
superior del tubo capilar, introducir el termémetro, pesar y anotar la temperatura de la
determinacion.

4.3.2 Grasas soélidas. Llenar el picndmetro hasta las tres cuartas partes,
aproximadamente, de su altura, con la grasa. Dejar 1 hora en estufa, a la temperatura de
fusion de la grasa, enfriar, pesar. Afadir agua, a la temperatura de referencia, hasta el borde
superior del picnémetro, dejar 1 hora en un bafo a la temperatura de referencia, secar el
picnémetro y pesar.

4.4 Calculo.

Calcular la densidad expresada en g/cm? y referida a una temperatura que generalmente
sera de 20 °C para los aceites y de 40°, 60 °C, etc., para las grasas sélidas.

4.4.1 Aceites y grasas liquidas.
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Densidad =L =2 g/em®
P_P

4.4.2 Grasas solidas.

Densidad =———E=2 D g/em’
(P-P)- (P~ P")

P = peso en g del picnémetro vacio.

P' = peso en g del picndmetro lleno con agua a la temperatura de referencia.

P" = peso en g del picnometro lleno con aceite a la temperatura de referencia.

p" = peso en g del picnédmetro lleno con grasa y agua a la temperatura de referencia.
D = densidad del agua a la temperatura de la determinacion (tabla 4.1).

4.4.3 Correcciones.

El valor de la densidad calculado anteriormente puede corregirse del efecto del empuje
del aire por la férmula

Densidad corregida =d + 0,0012 (1 —d)
d = densidad sin corregir.
4.5 Observaciones.

La temperatura de la determinacion y la temperatura de referencia se relacionan en la
siguiente forma:

d'=d+ (t—t) 0,00068 si t > t

d'=d—(t"—1) 0,00068 si t < t

d = densidad a la temperatura de la determinacion t.
d' = densidad a la temperatura de referencia t.

4.6 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps. 1954.
2. Consejo Oleicola Internacional, 1967.

TABLA 4.1

Densidad del agua en funcién de la temperatura, tomando como unidad la masa de 1 ml de
aguaa4°C

0°0,999868 11° 0,999637 21° 0,998019
1°0,999927 12° 0,999525 22° 0,997697
2°0,999968 13° 0,999404 23° 0,997565
3°0,999992 14° 0,999271 24° 0,997323
4°1,000000 15°0,999126 25° 0,997071
5°0,999992 16° 0,998970 26° 0,996810
6°0,999968 17° 0,998801 27° 0,996539
7°0,999929 18°0,998622 28° 0,996259
8°0,999876 19° 0,998432 29° 0,995971
9°0,999808 20° 0,998230 30° 0,995673
10° 0,999728

Los valores dados son numéricamente iguales a la densidad absoluta en g/ml.
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5. PRUEBA DEL FRIO
5.1 Principio.

Este método mide la resistencia de la muestra a la cristalizacién y se usa corrientemente
como un indice de los procesos de desmargarizacion.
Es aplicable a todos los aceites vegetales y animales refinados y secos.

5.2 Material y aparatos.

5.2.1 Frascos de vidrio de unos 115 ml, limpios y secos.

5.2.2 Bafio de agua y hielo troceado. Llenar un recipiente de 2 6 3 litros de capacidad
con hielo finamente machacado, y afadir agua fria en cantidad suficiente para que quede
cubierto el cierre del frasco que contenga la muestra.

5.3 Procedimiento.

Filtrar una cantidad suficiente de muestra (200 a 300 ml) a través de papel de filtro.
Calentar el filtrado, agitandolo continuamente hasta que adquiera exactamente una
temperatura de 130 °C.

Llenar completamente un frasco con el aceite muestra filtrado y tapar suavemente con
un tapon de corcho. Llevar a 25 °C en un bafio de agua y recubrir el tapon con parafina.

Sumergir el frasco en el bafo agua-hielo, de forma que quede cubierto el cierre de aquél.
Reponer hielo para mantener los 0 °C y el nivel primitivo.

Al cabo de cinco horas y media retirar el frasco del bafio y examinarlo detenidamente
para ver si se han formado cristales o enturbamiento. No confundir las burbujas de aire
finamente dispersadas con los cristales de grasa. La muestra habra resistido la prueba si se
conserva clara, limpia y brillante.

5.4 Expresion de resultados.
Negativa o positiva.
5.5 Observaciones.

El fin del calentamiento inicial es eliminar las trazas de humedad y destruir los nucleos
cristalinos que pueden existir. Ambos interferirian la prueba ocasionando enturbiamiento por
cristalizaciéon prematura.

5.6 Referencias.

1. American Oil Chemists' Society. Official and Tentativa Methods. Cc 11-42.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.042.

6. INDICE DE REFRACCION
6.1 Principio.

El indice de refraccion de una sustancia dada es la razon de la velocidad de un rayo de
luz en el vacio a la velocidad de luz a través de la sustancia. Por conveniencia practica se
refiere a la relacién aire-sustancia.

Es igualmente la relacion del seno del angulo de incidencia al seno del angulo de
refraccion.

El indice de refraccidon de una sustancia dada varia con la longitud de onda del rayo de
luz refractado y con la temperatura. Salvo indicacidon contraria el indice de refraccion viene
referido a la longitud de onda correspondiente a la linea D 589,3 nm de la luz del sodio. El
indice de refraccion se indica con la notacion nt para C y longitud de onda de la linea D del
sodio. Para ofra radiacién de distinta longitud de onda a t °C, la notacion sera n').

Con los refractdmetros usuales la observacién se hace en luz difusa, provistos de un
dispositivo de acromatismo de la radiacion D de la luz del sodio.

6.2 Material y aparatos.
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6.2.1 Refractometro de precision, que permita apreciar como minimo las diezmilésimas,
con prismas calentados por circulacion de liquido termostatado, + 0,1 °C. Puede usarse una
luz blanca si el refractometro utilizado posee un dispositivo de compensacion cromatica.

6.3 Procedimiento.

El aceite debe estar limpio y exento de agua. Filtrar sobre papel de filtro seco, con la
ayuda, si es necesario, de sulfato sédico anhidro. Llenar con la materia grasa el espacio
comprendido entre los dos prismas. Hacer la lectura después de 5 minutos, al menos, de
contacto. La temperatura de lectura no debe sobrepasar en * 2° la temperatura de
referencia.

6.4 Calculo.

Calcular el indice de refraccion referido a la temperatura de 20° para las grasas liquidas
a esa temperatura, y referido a 40°, 60°, 80° o temperaturas superiores para las materias
grasas soélidas.

nN=n"+{t-t)Fsit>t

nN=n'+(t-t)Fsit<t

n' = indice de refraccién a la temperatura de referencia t°.
n' = indice de refraccion a la temperatura de lectura t™.
F = factor de correccion por temperatura.

F = 0,00035 para t = 20°
F = 0,00036 parat = 40° o superior.

6.5 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps. 1964. 1I-B.2.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.015.

7. PUNTO DE FUSION
7.1 Principio.

Las grasas y aceites naturales, como mezclas de glicéridos y otras sustancias no tienen
punto de fusién neto y definido. No presentan punto critico de sdlido a liquido; este paso lo
realizan gradualmente a través de estados pastosos hasta el completamente liquido.

Por tal razén el punto de fusiéon de una grasa viene definido en este método por dos
temperaturas: Una, la inicial de ablandamiento deslizante, y otra, final de liquido
perfectamente limpio.

7.2 Material y aparatos.

7.2.1 Tubo de vidrio en U de 1,4-1,5 mm de diametro, con espesor de pared de 0,15-0,20
mm. Una de las ramas de 80 milimetros de largo, y la otra de 60 mm (ésta ligeramente
abocada en el extremo). Distancia entre las dos ramas, 5 mm aproximadamente.

7.2.2 Bano de agua exenta de aire con dispositivo de calefaccion lenta.

7.2.3 Termdémetro hasta 70 °C, graduado en décimas de grado.

7.3 Procedimiento.

La determinacién exacta de las dos temperaturas, inicial y final, depende de las
condiciones en que se realice la solidificacion de la muestra.

Introducir la rama mas larga del tubo en la grasa fundida a una temperatura de 10 °C
superior al punto de fusién presumible. Deslizar la columna de grasa tomada hasta 1 cm del
codo del tubo; la columna de grasa sera aproximadamente de 1 cm de largo.

La grasa puede también introducirse al estado sélido en el tubo, con ayuda de un hilo de
platino.
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Dejar enfriar el tubo con la grasa durante 24 horas a la temperatura ambiente (por lo
menos 10° mas baja que el punto inicial de ablandamiento).

Acoplar el tubo a lo largo del termdmetro mediante un anillo de goma, de forma que su
curvatura coincida con el bulbo del termémetro. Introducir termémetro y tubo en el bafo de
agua; cuidar que el nivel de ésta sea inferior al de la rama mas corta.

Calentar lentamente, a razén de 0,1-0,2 °C por minuto, observando con una lupa la
columna de grasa, bien iluminada sobre fondo oscuro. La temperatura inicial es aquella en
que la columna comienza a descender (se descuelga). La temperatura final corresponde a la
desaparicion de todo enturbiamiento y aspecto limpio.

En caso de duda del punto final se compara el tubo de ensayo con otro con grasa
netamente fundida.

7.4 Expresion de los resultados.

Para utilizacion técnica de resultados puede ser suficiente la indicacién de la temperatura
del punto inicial.

Pero si se utiliza solo la expresion: «Punto de fusion» se indicaran las dos temperaturas,
inicial y final.

Si la grasa se ha introducido en el tubo al estado solido se hard constar: «Punto de
fusion» (sin fundir previamente la grasa).

7.5 Referencia.
1. American Oil Chemists' Society. Official and Tentativa Methods. Cc 1-25.

8. HUMEDAD

(Método del Xilol)
8.1 Principio.

Este método determina la cantidad total de agua no combinada que se encuentra en la
materia grasa.

8.2 Material y aparatos.

8.2.1 Matraz de vidrio de cuello corto, de 300 a 500 ml de capacidad, sobre el cual se
adapta el aparato especial representado en la figura 8.1. Consta de un tubo cilindrico
graduado en ml, provisto de llave de descarga en el extremo inferior; en el superior se
adapta un refrigerante de reflujo. Entre éste y la terminacion de la graduacion, lleva el tubo
cilindrico otro tubo comunicante y paralelo a él, a cuyo extremo se adapta el matraz.

8.3 Reactivos.
8.3.1 Xileno.
8.4 Procedimiento.

Eliminar todo vestigio de grasa del tubo graduado y del tubo interior del refrigerante,
lavando sucesivamente con mezcla cromica, agua destilada y acetona. Secar.

Pesar de 20 a 50 g de materia grasa, en el matraz seco, con una aproximacion de 0,1 g.
Agregar de 100 a 300 ml de xileno y algunos trozos de piedra pomez. Calentar
progresivamente hasta la ebullicidon y mantenerla hasta que el xileno destilado resulte limpio
y no separe mas agua. Dejar en reposo hasta perfecta separacion de las capas de xileno y
agua. Leer el volumen de agua.

8.5 Calculo.

Calcular el contenido de agua expresado en porcentaje.

Agua :%ofa

P = peso en g de la muestra.
V = volumen en ml de agua.
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8.6 Observaciones.

Si las gotas de agua quedan adheridas a la pared del tubo, desprenderlas calentando
con precaucion con una llama pequefia.

8.7 Referencias.

1. E. W. Dean. D. A. Stark. Ind. Eng. Chem. 1920. 12. 486.
2. American Oil Chemists' Society. Official and Tentativa Methods. Ca. 2a-45.
3. Instituto de Racionalizacién del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.001.
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9(a). HUMEDAD Y MATERIAS VOLATILES

(Método de la estufa de aire)
9(a).1 Principio.

Se establecen las condiciones adecuadas para la determinacion, en las materias grasas,
del agua y de las materias volatiles, operando en las condiciones del ensayo.

Es aplicable a las grasas animales y vegetales, con la excepcidn de los aceites secantes
0 semisecantes y los aceites del grupo del coco.

9(a).2 Material y aparatos.

9(a).2.1 Estufa de desecacion, con regulacion de temperatura, pudiéndose calentar
hasta 150 °C como minimo; la regulacidén se efectuara entre unos limites de oscilacién de
t+ 2 °C, siendo, ademas, la temperatura uniforme en todo el espacio interior tolerandose
diferencias que no excedan de 1 °C entre posiciones extremas.

9(a).2.2 Capsulas de fondo plano, con dimensiones aproximadas de 80 mm de 0 y 20
mm de altura, preferiblemente de acero inoxidable o aluminio o, en su defecto, de porcelana.

9(a).2.3 Desecador, conteniendo como agente desecante sulfato calcico o gel de silice
de 6-20 mallas, o, en su defecto, acido sulfdrico monohidrato (d = 1,84), aunque para
asegurar una desecacion efectiva debera ser renovado con frecuencia.

9(a).3 Procedimiento.
9(a).3.1 Preparacion de la muestra.

La muestra debe ser previamente homogeneizada antes de pesar la cantidad con que se
vaya a operar. Esto se logra, con las grasas fluidas, agitando fuertemente el frasco que
contiene la muestra y vertiendo rapidamente la cantidad aproximada que se vaya a pesar en
la capsula en la que se efectie la desecacion. Si se tratase de grasas sélidas o semisdlidas
a la temperatura ambiente, calentar suavemente en bafio de agua hasta conseguir el grado
de fluidez conveniente, cuidando de no llegar a fundir completamente y homogeneizar con
un mezclador adecuado o simplemente con una espatula si no se dispusiese de este
instrumento.

9(a).3.2 Técnica operatoria.

En una capsula, desecada previamente en estufa a 105 °C y enfriada en un desecador,
pasar, con exactitud de 1 miligramo, una cantidad aproximada de 5 a 10 g de muestra.,
segun el contenido de humedad, preparada como se indica en 9(a).3.1.

Colocar en la estufa, previamente regulada a 105 °C, manteniéndola alli durante 30
minutos. Sacar y pasar a un desecador donde se deja enfriar; pesando a continuacion.
Repetir este tratamiento, en operaciones sucesivas, hasta que la diferencia entre dos
pesadas consecutivas no exceda del 0,05 por 100.

9(a).4 Calculos.

% humedad y materia volatil :%X 100

Siendo:

Pa = peso, en gramos, de la capsula con la muestra de grasa.
Pf = peso, en gramos, de la capsula con la grasa al dar por terminada la desecacion.
PM = peso, en gramos, de la muestra.

9(a).5 Referencias.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espariola 55.020.
2. International Union of Pure and Applied Chemistry Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps. 1964. Il. C.1.1.
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9(b). HUMEDAD Y MATERIAS VOLATILES

(Método de la estufa de vacio)
9(b).1 Principio.

Se establecen las condiciones adecuadas para la determinacién del agua y las materias
volatiles, en las condiciones del ensayo, en materias grasas comerciales.

Es aplicable a todos los aceites y grasas del comercio, incluyendo los aceites secantes y
semisecantes. No es aplicable a los aceites del grupo del coco, conteniendo un 1 por 100 o
mas de acidos grasos libres, ni a grasas que hayan sido adicionadas de monoglicéridos.

9(b).2 Material y aparatos.

9(b).2.1 Estufa de vacio. Estufa en cuyo interior pueda hacerse el vacio, bien sea con
trompa de agua o con bomba de caracteristicas adecuadas, pudiéndose mantener el vacio
con la estufa desocupada, al limite maximo alcanzable con la trompa de agua o 1 mm de Hg
como minimo, si se opera con bomba de aceite. En las operaciones de desecacion es
preferible operar con trompa de agua.

Ira provista de dispositivos de calefaccion y regulacion de temperatura, pudiéndose
calentar hasta 110 °C como minimo, regulandose entre unos limites de oscilacién de £ 2 °C;
la temperatura sera, ademas, uniforme en todo el espacio interior, tolerandose diferencias
que no superen 1 °C entre posiciones extremas.

La estufa ira provista de termdmetro, convenientemente calibrado, dispuesto de la forma
conveniente para que el operador pueda comprobar, durante su funcionamiento, la
temperatura que existe en el interior.

9(b).2.2 Capsulas de fondo plano, con dimensiones aproximadas de 80 mm de diametro,
de 20 mm de altura, de acero inoxidable, aluminio o porcelana.

9(b).2.3 Desecador, conteniendo como agente desecante sulfato calcico o gel de silice
de 6-20 mallas. También puede ser utilizado el acido sulfurico monohidrato (d = 1,84),
aunque para asegurar una desecacion efectiva debera ser renovado con frecuencia.

9(b).3. Procedimiento.
9(b).3.1 Preparacion de la muestra.

La muestra debe ser previamente homogeneizada antes de pesar la cantidad con que se
vaya a operar. Esto se logra, con las grasas fluidas, agitando fuertemente el frasco que las
contiene y vertiendo rapidamente la cantidad aproximada que se vaya a pesar en la capsula
en la que se efectue la desecacion. Si se tratase de grasas solidas o semisdlidas a la
temperatura ambiente, calentar suavemente en bafio de agua hasta conseguir el grado de
fluidez conveniente, cuidando de no llegar a fundir completamente y homogeneizar con un
mezclador adecuado o simplemente con una espatula si no se dispusiese de este
instrumento.

9(b).3.2 Técnica operatoria.

En una capsula desecada previamente en estufa a 105 °C y enfriada en un desecador,
pesar, con exactitud de medio miligramo, una cantidad aproximada de 5 a 10 g de muestra,
segun el contenido de humedad, preparada como se ha indicado en 9(b).3.1.

Colocar en la estufa y hacer el vacio debiéndose alcanzar una presion interna que no
sea superior a 100 mm Hg. Poner en marcha la calefaccion, regulandose a la temperatura en
relacion a la presion interna de la estufa. Las condiciones normales de trabajo deben ser 50
mm Hg y 60 °C; para una presion de 100 mm Hg, la temperatura sera de 75 °C; para valores
intermedios, se calculara mediante interpolacién entre las cifras indicadas.

Mantener la capsula en la estufa durante una hora. Sacar y pasar a un desecador donde
se deja enfriar, pesando a continuacion. Repetir este tratamiento en operaciones sucesivas,
hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no exceda del 0,05 por 100.

9(b).4 Calculos.

Pagina 12



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

% humedad y materia volatil ZHX 100
Ps—Po
P, = peso, en gramos, de la capsula vacia y seca.
Pa = peso, en gramos, de la capsula con la muestra de grasa.
Pr = peso final, en gramos, de la capsula con la grasa, al dar por terminada la
desecacion.

9(b).5. Referencia.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.082.

10. ACIDEZ iNDICE DE ACIDEZ
10.1 Principio.

La acidez que figura normalmente en los boletines de analisis es una expresion
convencional del contenido en tanto por ciento de los acidos grasos libres. También se
denomina grado de acidez.

indice de acidez, expresa el peso, en mg, de hidréxido potasico necesario para
neutralizar un gramo de materia grasa.

10.2 Reactivos.

10.2.1 Solucion etandlica de hidréxido potasico 0,5 N 6 0,1 N. 10.2.2. Solucién al 1
por 100 de fenolftaleina en metanol de 95 por 100 v/v.

10.2.3 Mezcla etanol-éter etilico, 1:1, neutralizada exacta-menta con KOH 0,1 N
etandlica, con fenolftaleina como indicador.

10.3 Procedimiento.

Pesar con una aproximacién de 0,01 g, 5 a 10 g de grasa, en un erlenmeyer de 250 ml.
Disolverla en 50 ml de la mezcla etanol-éter etilico. Valorar, agitando continuamente, con
KOH 0,5 N (o con 0,1 N para acideces inferiores a 2), hasta viraje del indicador.

10.4 Calculo.

Calcular la acidez como grado de acidez expresado en porcentaje de acido oleico o
como indice de acidez expresado en mili-gramos de KOH.

Grado de acidez = VIIIJ\'IPN % de acido oleico

. ] 561 VN
Indice de acidez="p

V = volumen en ml de solucion etandlica de KOH utilizada.
N = normalidad exacta de la solucion de KOH utilizada.

M = peso molecular de acido en que se expresa la acidez.
P = peso en gramos de la muestra utilizada.

Normalmente se expresa referida a tanto por ciento de acido oleico Sélo en casos
particulares, segun la naturaleza de la sustancia grasa, se expresara referida a acido
palmitico, laurico u otros.

10.5 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps. 1964.11.D.1.

2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.011.

3. Consejo Oleicola Internacional, 1967.
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11. INDICE DE SAPONIFICACION
11.1 Principio.

El indice de saponificacion expresa el peso en mg de hidréxido potasico necesario para
saponificar 1 g de grasa.

Este método es aplicable a aceites y grasas con un contenido de ceras inferior al 5
por 100.

11.2 Material y aparatos.

11.2.1 Matraz de vidrio, inatacable por los acidos, de 200 ml aproximadamente,
adaptable a un refrigerante de reflujo.

11.3 Reactivos.

11.3.1 Solucién etandlica de hidroxido potasico 0,5 N.
11.3.2 Solucion acuosa de acido clorhidrico 0,5 N.
11.3.3 Solucién de fenolftaleina al 1 por 100 en etanol de 95°.

11.4 Procedimiento.

Pesar con una precisién de 1 mg, en el matraz de vidrio, 2 g aproximadamente de grasa.
Agregar 25 ml exactamente medidos de solucion etandlica de KOH 0,5 N. Adaptar el
refrigerante de reflujo, llevar a ebullicién, y mantener durante 60 minutos, agitando por
rotacion de cuando en cuando. Retirar de la fuente de calor. Agregar 4 6 5 gotas de
fenolftaleina, y valorar la solucion jabonosa, todavia caliente, con la solucién de &cido
clorhidrico 0,5 N.

Realizar en las mismas condiciones un ensayo en blanco

11.5 Célculo.
Calcular el indice de saponificacion expresado en mg de KOH por g de grasa.

7 561N (V -V
Indice de saponificacién :#

V = volumen en ml de solucion de CIH 0,5 N utilizados en la prueba en blanco.
V' = volumen en ml de solucién de CIH 0,5 N utilizados en el ensayo.

N = normalidad exacta de la solucién de acido clorhidrico utilizado.

P = peso en g de la muestra de grasa.

11.6 Observaciones.

Para ciertas materias grasas dificiles de saponificar es necesario calentar durante mas
de 60 minutos.

11.7 Referencias.

1. Kéttstorfer J. Zeitschrift F. Anal. Chemie. 1879. 18, 199.

2. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Qils, Fats and Soaps 1964. II. D. 2.

3. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espafiola 55.012.

4. Consejo Oleicola Internacional, 1967.

12. INDICE DE HIDROXILO
12.1 Principio.

El indice de hidréxilo es el peso en mg de hidroxido potasico necesario para neutralizar
el acido acético que se combina por acetilacion con 1 g de grasa.

12.2 Material y aparatos.

12.2.1 Dos matraces de vidrio de 150 ml con cuello de 55 milimetros de largo y diametro
interior de 20 mm.
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12.2.2 Pequeinos embudos de vidrio de 45 mm de diametro y 50 mm de vastago.

12.2.3 Placas de cartén, circulares, del diametro de los matraces con un orificio circular
en el centro de diametro adaptable al cuello de los matraces.

12.2.4 Bario de glicerina, que permita colocar los matraces en posicion inclinada,
introducidos 1 cm en el bafo, protegidos los cuellos por el cartdn que apoya en el borde
exterior del bano.

12.3 Reactivos.

12.3.1 Anhidrido acético puro.

12.3.2 Piridina pura y seca.

12.3.3 Etanol 95 por 100, neutro a la fenolftaleina.

12.3.4 Solucion alcohdlica de hidréxido potasico 0,5 N.

12.3.5 Disolucién alcohdlica de fenolftaleina al 1 por 100.

12.3.6 Reactivo piridina-anhidrido acético. Introducir 25- mililitros de piridina en un
matraz aforado de 100 ml, disolver-los en 25 g de anhidrido acético; homogeneizar y enrasar
a 100 ml con piridina. Conservar este reactivo al abrigo de la humedad, del anhidrido
carbonico o de los vapores acidos, en frascos de color topacio, bien tapados.

12.4 Procedimiento.

Pesar en el matraz perfectamente seco, con una aproximacion de 1 mg, la cantidad de
grasa necesaria, segun el cuadro siguiente:

Peso de muestra | Vol. de reactivo

Indice previsto

g ml

10-100 2,0 5
100 - 150 1,5 5
150 - 200 1,0 5
200 - 250 0,75 5
250 - 300 0,60 5
1,2 10

300 - 350 1,0 10
350 - 700 0,75 15
700 - 950 0,50 15
950 - 1.500 0,30 15
1.500 - 2.000 0,20 15

Agregar con una bureta el volumen de reactivo.

Regular el bario de glicerina a 95° - 100 °C. Colocar el disco de carton alrededor del
cuello del matraz. Situar perfectamente un embudo pequeno seco en la boca del matraz a
modo de refrigerante de reflujo. Colocar el matraz en el bafio como se indica en 12.2.4. Al
cabo de una hora retirar el matraz del bafo y dejar enfriar.

Agregar por el embudo 1 ml de agua destilada. Si la adicion del agua produce turbidez,
hacerla desaparecer agregando un poco de piridina. Agitar. La mezcla se calentara por la
transformacion del anhidrido acético en acido acético. Con el fin de completar esta reaccion
y descomponer los anhidridos grasos y mixtos que hubieran podido formarse, colocar de
nuevo el matraz en el bafo de glicerina durante 10 minutos. Retirar el matraz del bano, y
dejar enfriar a la temperatura ambiente.

Agregar, lavando las paredes del embudo y el cuello del matraz, 5 ml de etanol de 95
por 100 v/v, conteniendo 2 6 3 gotas de solucién de fenoltaleina previamente neutralizada.
Valorar con solucion etandlica de hidroxido potasico 0,5 N.

Realizar simultdneamente un ensayo en blanco, en idénticas condiciones.

Cuando la fuerte coloracion del medio haga dificil la observacién del viraje de la
fenolftaleina, utilizar como indicador una solucién de azul alcalino 6B.

12.5 Célculo.
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Indice de hidréxilo = + Indice de acidez

561N (V' —V)
P

V = volumen en ml de solucién etanodlica de hidréxido potasico 0,5 N de normalidad
conocida, utilizados para el ensayo de la muestra.

V' = volumen en ml de solucién etandlica de hidréxido potasico 0,5 N de normalidad
conocida, utilizados para el ensayo en blanco.

N = normalidad exacta de esta solucion.

P = peso en gramos de la muestra de grasa.

El indice de acidez se determina como en 10.
12.8 Referencias.

1. Cook, L. W. J. Am. Chem. Soc. 1922.44.392.
2. American Oil Chemists' Society. Official and Tentative Methods Cd-4-40.
3. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espafola 55.014.

13. PREPARACION DE ACIDOS GRASOS INSOLUBLES
13.1 Principio.

Se entiende por acidos grasos insolubles de una grasa, los obtenidos por saponificacion
de aquélla, descomposicion del jabon formado y aislamiento segun el procedimiento descrito
posteriormente. Este debe ser aplicado rigurosamente por la posible presencia de acidos
grasos mas o menos solubles en agua.

13.2 Material y aparatos.
13.2.1 Capsula de fondo redondo de aproximadamente 1.500 mililitros.
13.3 Reactivos.

13.3.1 Solucién etandlica de hidréxido potasico. Disolver 18 g. de KOH en 20 ml de agua
destilada, y diluir con 50 ml de etanol de 95°.

13.3.2 Acido sulfarico diluido. Diluir un volumen de &cido concentrado (d = 1,84) con
cuatro volumenes de agua destilada.

13.3.3 Solucién acuosa de CINa al 10 por 100 p/v.

13.4 Procedimiento.

Pesar en la capsula de 1.500 ml aproximadamente 50 g de grasa previamente
homogeneizada. Fundir lenta y progresivamente calentando hasta 115-118 °C. Agitando y
frotando constantemente con una espatula metalica se afiade la solucidon de hidréxido
potasico preparada. La relacion de grasa a solucidon etandlica de hidroxido potasico debe ser
de 3:1.

Se mueve y frota constantemente la masa contenida en la capsula, que se sigue
calentando a fuego lento hasta que el jabéon obtenido esté bastante seco para formar
fragmentos que no se adhieran a la espatula por simple presion.

Verter sobre el jabén un litro de agua destilada hirviente. Mantener la ebullicién de la
solucién jabonosa durante 45 minutos de manera que se elimine el alcohol y se obtenga una
solucién clara. Suprimir el calentamiento. Reemplazar el agua evaporada con agua fria.
Verter con precaucion 70 ml de acido sulfurico diluido. Evitar que trazas de jabén no
descompuesto se adhieran a las paredes o al borde de la capsula.

Llevar a ebullicién y mantenerla hasta que los acidos grasos liberados floten en forma de
capa limpida (en el caso particular en que la materia grasa contenga glicéridos del acido
laurico, esta operacién se hara sobre bafio de agua hirviente y no con ebulliciéon de la capa
acuosa).

Lavar los acidos dos veces con 500 ml de solucion de CINa hirviente. Después de cada
lavado eliminar tan completamente como sea posible la capa acuosa. Pasar los acidos
grasos a una capsula, adicionar sulfato sédico anhidro y filtrar sobre filtro seco.

13.5 Observaciones.
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Si la preparacién de los acidos grasos tiene por objeto la determinacion del peso
molecular medio, asegurarse que la ultima capa acuosa eliminada es neutra al naranja de
metilo.

Si la preparacion de los acidos grasos tiene por objeto la determinacion del titulo, dejar
los acidos grasos cristalizar en un desecador a la temperatura del laboratorio durante 24
horas antes de la determinacion.

13.6 Referencia.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espariola 55.006.
14. TITULO

(Método de Dalican)
14.1 Principio.

El titulo es el punto de solidificacion de los acidos grasos insolubles, preparados
segun 13.

14.2 Material y aparatos.

14.2.1 Tubo de ensayo de vidrio de aproximadamente 27,5 milimetros de diametro
interior y 120 mm de longitud, introducido en una arandela de goma que le soporta y actia
de cierre de un frasco de boca ancha de 100 mm de diametro exterior y 130 mm de altura. El
tubo introducido en el frasco debe sobresalir su parte superior 30 mm sobre la arandela.

14.2.2 Termometro de precision, graduado en 1/10 6 1/5 de grado, hasta 70 °C,
aproximadamente. El depésito del termémetro tiene 20 mm de largo y 6 mm de diametro.

14.2.3 Soporte para suspender verticalmente el termdmetro en el eje del tubo de ensayo.

14.3 Procedimiento.

Situar el frasco o recipiente exterior a una temperatura de 20° 6 25 °C inferior al titulo
presumible, sumergiéndolo exteriormente en un bafo de agua caliente o fria.

Fundir los acidos grasos llevandolos a una temperatura 10 °C aproximadamente superior
al titulo presumible.

Verterlos en el tubo de ensayo hasta una altura de 55 milimetros, aproximadamente.

Colocar el termémetro suspendido con la mayor exactitud posible en el eje del tubo de
ensayo y su extremidad inferior a 1 cm del fondo del tubo. Observar la columna de mercurio;
en principio baja rapidamente y después cada vez mas lentamente. Simultaneamente, se
observa una cristalizacién de los &acidos grasos que parte del fondo del tubo y va
recubriendo, poco a poco, la parte inferior del depdsito del termdmetro. Cuando la columna
de mercurio parece pararse, después de cuatro observaciones, con cinco segundos de
intervalo, inmediatamente se imprime al termdémetro un movimiento circular, tres veces a la
derecha y tres veces a la izquierda, teniendo cuidado de romper bien los cristales que se
forman en el tubo.

Volver a colocar rapidamente el termdémetro en el eje del tubo y observar de nuevo.

La columna de mercurio, después de haber bajado bruscamente durante la agitacion,
vuelve a subir, alcanzando un maximo, para descender de nuevo.

Este maximo se toma como punto de solidificacion de los acidos grasos o titulos.

Se realizan determinaciones hasta obtener valores concordantes, que no difieran en mas
de 0,2 °C.

14.4 Expresion de resultados.
En grados centigrados, indicando el método seguido.
14.5 Referencias.

1. American Oil Chemists' Society. Official and Tentativa Methods. Cc, 12-41.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espafiola 30.308.
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15. INDICE DE ACIDOS VOLATILES SOLUBLES E INSOLUBLES
15.1 Principio.

Se entiende por indice de acidos volatiles solubles (o indice de Reichert-Meissl-Wollny)
al numero de ml de solucion alcalina 0,1 N necesarios para la neutralizaciéon de los acidos
grasos volatiles solubles en agua obtenidos en las condiciones del método a partir de 5 g de
grasa.

Se entiende por indice de acidos volatiles insolubles (o indice de Polenske) al nUmero de
ml de solucién alcalina 0,1 N necesarios para la neutralizacion de los acidos grasos
insolubles en agua, obtenidos en las condiciones del método, a partir de 5 g de materia rasa.

El método tiene caracter convencional; por tanto, exige observar rigurosamente las
condiciones, prescritas, a fin de obtener resultados reproductibles.

15.2 Material y aparatos.

15.2.1 Aparato de vidrio, segun la figura 15.1, compuesto esencialmente de las partes
siguientes:

15.2.1.1 Matraz de fondo plano, de aproximadamente 300 mililitros (A).

15.2.1.2 Tubo de doble codo, adaptable a matraz y refrigerante (B).

15.2.1.3 Refrigerante (C).

15.2.1.4 Matraz de fondo plano, con tapon esmerilado, marcados en su cuello los
enrases de 100 y 110 ml, tarado (D).

15.2.1.5 Placa de amianto o similar, para proteger la periferia del matraz del contacto
directo de la llama (E). Dimensiones: Diametro 120 mm (= 5 mm). Espesor, 6 mm. Orificio
central circular de 45 mm de diametro, que soporta el matraz durante el calentamiento.

15.2.2 Fuente de calor, que permite efectuar sin modificacion de régimen la destilacion
en el tiempo prescrito.

15.3 Reactivos.

15.3.1 Glicerina (d = 1,26), correspondiente a 98 por 100, p/p, de glicerol neutro a la
fenolftaleina.

15.3.2 Solucion acuosa de hidréxido sédico, 44 por 100 p/p.

Eventualmente dejar calentar o filtrar al abrigo del CO,. La solucién empleada debe estar
perfectamente limpia y clara.

15.3.3 Agua destilada, exenta de CO,, por reciente ebullicion.

15.3.4 Solucion de acido sulfarico N.

15.3.5 Solucién acuosa de hidroxido soédico o potasico, 0,1 N, de normalidad conocida
exactamente.

15.3.6 Piedra pdmez en granos. Tamafo de grano, entre 1,5y 2 mm.

15.4 Procedimiento.

15.4.1 Acidos volatiles solubles. Pesar exactamente en el matraz tarado 5 g de materia
grasa a la 0,01 de gramo. Agregar 20 g (aproximadamente 16 mi) de glicerol. Agregar 2 ml
de la solucion de hidroxido sédico al 44 por 100 p/p, utilizando una bureta protegida contra el
CO,, descartando las primeras gotas. Calentar el matraz sobre una llama libre, agitando
continuamente hasta que la grasa sea completamente saponificada, en este punto el liquido
no formara mas espuma, y su aspecto sera limpio. Se evitara todo sobrecalentamiento
durante la saponificacion.

Dejar enfriar hasta aproximadamente 90 °C. Agregar 93 ml de agua destilada caliente.
Homogeneizar por agitacion; el liquido estara limpio. Agregar de 0,6 a 0,7 g de piedra pémez
en granos, después 50 ml de la solucién acuosa de acido sulfdrico N. Montar el matraz en el
aparato. Calentar muy moderadamente hasta que los acidos grasos liberados se retnan en
la superficie, formando una capa limpia. Establecer el régimen de calefaccién de forma que
en 19 a 21 minutos se recojan 110 ml de destilado. El destilado se recoge en el matraz
aforado. La temperatura del agua a la salida del refrigerante debe estar comprendida
entre 15 °C y 20 °C. La destilacion comienza cuando se forma la primera gota en la
extremidad del tubo acodado unida al refrigerante.
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Interrumpir la calefaccion cuando el destilado alcance, exactamente, el enrase de 110 ml
en el matraz. Retirar rapidamente éste y colocar una probeta pequefia en su lugar.

Colocar el matraz en un termostato regulado a 15 °C, durante 10 minutos; el enrase
de 110 debe estar un centimetro por debajo del nivel del liquido termostatico.

Cerrar el matraz con el tapén esmerilado y homogeneizar el destilado invirtiendo 4 6 5
veces, con suavidad, para evitar la formacion de espuma. Filtrar el liquido sobre filtro sin
pliegues (didametro 8 cm). El filtrado ha de ser totalmente limpio. Medir 100 ml. Agregar 5
gotas de solucién de fenolftaleina y valorar con solucién alcalina 0,1 N.

Simultdneamente realizar un ensayo en blanco sin materia grasa, sustituyendo la
saponificacion sobre llama libre, por un calentamiento en bafio de agua hirviente durante 15
minutos.

15.4.2 Acidos volatiles insolubles. Después de la valoracién de los acidos volatiles
solubles, lavar el refrigerante, el matraz aforado y la probeta pequenia, tres veces sucesivas,
empleando cada vez 15 ml de agua destilada, exenta de carbdnico y fria (15 °C). Las tres
porciones de 15 ml se emplean para lavar, a continuacion, tres veces el filtro, llenando éste
hasta el borde. El ultimo lavado recogido aparte debe ser neutralizado por una gota de
solucién alcalina 0,1 N.

Lavar el refrigerante, matraz aforado, probeta y filtro, tres veces sucesivas, empleando
en cada operacion 15 ml de etanol neutralizado. Se reunen los liquidos alcohdlicos de lavado
(unos 45 ml), y se valoran con solucion alcalina 0,1 N, utilizando una gota de disolucién
alcohdlica de fenolftaleina.

15.5 Calculo.

indice de acidos volatiles solubles o de Reichert-Meissl.

. PBNV-V)
fndice AVS =——p——

indice de acidos volatiles insolubles, o indice Polenske.

P S50N V"
Indice AVI="p

V = volumen en ml de solucién alcalina 0,1 N, utilizados para el ensayo con la materia
grasa.

V' = volumen en ml de solucion alcalina 0,1 N, utilizados para el ensayo en blanco.

V" -= volumen en ml de solucién alcalina 0,1 N, utilizados para valorar los liquidos
alcohdlicos de lavado.

P = peso en g de la muestra ensayada.

N = normalidad exacta de la solucién alcalina 0,1 N.
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15.6 Observaciones.

Si la cantidad de muestra de que se dispone no pemite pesar 5 g, se puede realizar el
analisis con una cantidad menor, siempre que se mantenga por encima de 2,5 g. En estos
casos se completaran los 5 g con un aceite que tenga indices de acidos volatiles solubles e
insolubles inferior a 0,5. Se efectuara en los calculos las correspondientes correcciones.

15.7 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Qils, Fats and Soaps. 1964. II. D.9.
2. American Oil Chemists' Society. Official and Tentative Methods Cd 5-40.

18(a). INDICE DE IODO

(Método de Wijs)
16(a).1 Principio.

El indice de iodo de un cuerpo graso es funcidon de su grado de insaturacion. Se
determina afiadiendo a la muestra un exceso de reactivo halogenado, valorando el reactivo
que no reacciona.

Se expresa convencionalmente por el peso de iodo absorbido por cien partes en peso de
la materia grasa.

16(a).2 Material y aparatos.

16(a).2.1 Navecillas de vidrio de 2 a 3 ml de capacidad.

16(a).2.2 Matraces erlenmeyer de vidrio, de boca ancha, con tapén esmerilado, de
aproximadamente 300 ml.

Todo el material debe estar perfectamente limpio y seco.

16(a).3 Reactivos.

16(a).3.1 Solucién acuosa de ioduro potasico al 10 por 100 p/v, Esta solucion debe estar
exenta de iodo y de iodato potasico.

16(a).3.2 Solucion acuosa de tiosulfato sodico, 0,1 N,

16(a).3.3 Tetracloruro de carbono puro. Comprobar que estda exento de materias
oxidables. Agitando 10 ml con 1 ml de soluciéon acuosa saturada de dicromato potasico y 2
ml de acido sulfurico concentrado, no debe aparecer coloracién verde.

16(a).3.4 Engrudo de almidén.

16(a).3.5 Reactivo de Wijs.

16(a).3.5.1 Con tricloruro de iodo.

Pesar 9 g de tricloruro de iodo ICl3 en un matraz de vidrio topacio de 1.500 ml; disolver
en un litro de una mezcla compuesta de 700 ml de acido acético y 300 ml de tetracloruro de
carbono.

Determinar el contenido en halégeno de la forma siguiente: Tomar 5 ml y agregar 5 ml de
la solucién acuosa de ioduro potasico y 30 ml de agua. Valorar con solucién de tiosulfato
sédico, 0,1 N en presencia de engrudo de almidén como indicador.

Agregar al reactivo 10 g de iodo pulverizado, y disolver agitando.

Determinar el contenido en halégeno como anteriormente; debe ser igual a vez y media
de la primera determinacion. Agregar todavia una pequefa cantidad de iodo, de forma que
sobrepase ligeramente el limite de vez y media, por ser necesario que no quede ninguna
traza de tricloruro de iodo, cuya presencia provocaria reacciones secundarias.

Dejar decantar después de verter el liquido claro en un matraz o frasco de color topacio
La solucién, bien conservada al abrigo de la luz, puede ser utilizada durante varios meses.

16(a).3.5.2 Con monocloruro de iodo.

Disolver 19 g de monocloruro de iodo en 1 litro de una mezcla de 700 ml de acido
acético y 30 °C ml de tetracloruro de carbono. Después de agregar una pequefia cantidad de
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iodo puro (algunos miligramos), determinar el contenido en halégeno, como se realizd
anteriormente, y diluir si es necesario con la mezcla de disolventes hasta que 5 ml de
reactivo correspondan aproximadamente a 10 ml de solucion de tiosulfato sédico 0,1 N.

16(a).4 Procedimiento.

Segun el indice de iodo previsto, la toma de muestra variara de la forma siguiente:

indice de iodo previsto T E EEEITE

g
<5 3,00
5a20 1,00
21a50 0,60
51a100 0,30
101 a 150 0,20
151 a 200 0,15

En una pequefia navecilla de vidrio, pesar exactamente la cantidad necesaria con una
aproximacion de 1 mg. Introducir la navecilla y su contenido en un erlenmeyer con tapén
esmerilado de aproximadamente 300 ml. Agregar 15 ml de tetracloruro de carbono y
disolver. Agregar exactamente 25 ml del reactivo. Tapar el matraz, agitar ligeramente y
protegerlo de la luz.

Dejar estar 1 hora para grasas cuyo indice sea inferior a 150 y 2 horas para las de indice
superior a 150 y los aceites polimerizados u oxidados.

Agregar 20 ml de la solucién de ioduro potasico y 150 ml de agua.

Valorar con solucion de tiosulfato sédico 0,1 N, con engrudo de almidén como indicador,
hasta desaparicion justa del color azul después de agitacion intensa.

Hacer un ensayo en blanco sin materia grasa en las mismas condiciones.

16(a).5 Célculo.

. 1260 N (V-
Indice de iodo :#

P = peso en g de la muestra.

V = volumen en ml de la solucién de tiosulfato sédico 0,1 N utilizados para el ensayo en
blanco.

V' = volumen en ml de solucion de tiosulfato sédico 0,1 N utilizados para la materia
grasa.

N = normalidad de la solucién de tiosulfato sddico utilizada.

16(a).6 Referencias.

1. Z. angew Chem 1898. 11, 291.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.013.

16(b) INDICE DE 10DO

(Método de Hanus)
16(b).1 Principio.
Como 16(a).1.
16(b).2 Material y aparatos.

16(b).2.1 Frasco de boca ancha, de 200 a 220 ml de capacidad, con tapén esmerilado.
16(b).2.2 Buretas graduadas de 0,1 de ml, comprobadas y contrastadas.

16(b).2.3 Buretas o pipetas de 25 ml de salida rapida.
16(
16(

b).3 Reactivos.

b).3.1 Tetracloruro de carbono, inerte a la solucién de Hanus.
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16
16

b).3.2 Solucion de ioduro potasico al 10 por 100, exenta de iodo y de iodatos.
b).3.3 Solucion de tiosulfato sédico 0,1 N.

16(b).3.4 Engrudo de almidén.

16(b).3.5 Reactivo de Hanus: Disolver en un frasco de color amarillo, con tapdn
esmerilado, 10 g de monobromuro de iodo en 500 ml de &cido acético cristalizable (99-100
por 100), exento de etanol.

16(b).4 Procedimiento.

Trabajar en luz difusa.

En el frasco limpio y seco, pesar de 0,25 a 0,30 g de materia grasa limpia y filtrada sobre
papel (tomar una cantidad de grasa tal que, una vez finalizada la reaccién, debera quedar sin
absorber una cantidad de iodo igual, por lo menos, al 70 por 100 de la cantidad total de iodo
anadida.

Disolver la materia grasa en 10 ml de tetracloruro de carbono. Afadir, mediante bureta o
pipeta de salida rapida, 25 mililitros exactos del reactivo de Hanus.

Tapar el frasco, mezclar por agitacion suave. Dejar reposar al abrigo de la luz durante
una hora, a una temperatura de 20°+ 5 °C.

Anadir 20 ml de solucién de ioduro potasico, y 100 ml de agua destilada. Mezclar.

Valorar con la solucion de tiosulfato sédico 0,1 N (utilizando engrudo de almidén como
indicador), agitando constantemente. Afiadir el engrudo de almidén poco antes de finalizar la
valoracion.

—_—~— =

Realizar una prueba en blanco en idénticas condiciones.

16 (b).5 Célculo.

Indice de iodo ZQL%Q

V = volumen en ml de solucién de tiosulfato sédico 0,1 N utilizados en la prueba en
blanco.

V' = volumen en ml de solucién de tiosulfato sodico 0,1 N utilizados en el ensayo con la
muestra.

P = peso en g de la muestra utilizados en la determinacién.

16 (b).6 Referencias.

1. Ztschr. Untersuch. Nahr. und Genussm. 1901. 4, 913, 20.
2. Consejo Oleicola Internacional, 1967.
3. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.013.

17. INDICE DE TIOCIANOGENO
17.1 Principio.

El indice de tiociandégeno de una materia grasa es funcion de su grado de insaturacion.
En la practica se determina por la fijaciéon de tiociandgeno, y convencionalmente se expresa
por el peso de iodo equivalente al tiocianégeno absorbido por 100 partes en peso de la
grasa.

El tiociandgeno (SCN), se fija sobre los dobles enlaces como los halégenos. Es menos
reactivo que los halégenos y su fijacion sélo es cuantitativa con el acido oleico

Se considera que aproximadamente el (SCN), se fija sobre un doble enlace del acido
linoleico y sobre dos dobles enlaces del acido linolénico.

17.2 Material y aparatos.

17.2.1 Navecillas de vidrio de 2 a 3 ml.

17.2.2 Matraces de vidrio de boca esmerilada.

17.2.3 Embudo Biichner.

Todo el material debe estar perfectamente lavado y seco.
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17.3 Reactivos.

17.3.1 Acido acético glacial puro. Antes de su empleo calentarle a ebullicidn con
refrigerante de reflujo, durante 3 horas, con 10 por 100 v/v de anhidrido acético. Destilar
sobre anhidrido fosférico.

17.3.2 Tiocianato de plomo. Disolver 250 g de acetato de plomo, quimicamente puro
(CH3COO0), Pb, 3H,O en 500 ml de agua destilada; disolver 250 g de tiocianato potasico
en 500 mililitros de agua destilada, mezclar las dos soluciones, filtrar el tiocianato de plomo
precipitado sobre embudo Blichner. Lavar con agua destilada, después con etanol de 95
por 100 v/v, y por ultimo con 6xido de etilo. Secar el precipitado tan completamente como
sea posible, mediante aspiracién por vacio; recoger el precipitado en una capsula de
porcelana, y colocar ésta en un desecador con anhidrido fosférico, durante ocho o diez dias.
El tiocianato de plomo asi obtenido debe presentar color débilmente amarillo blanquecino o
verduzco. Si se presenta coloracion mas intensa, volver a someterle al mismo tratamiento.
Guardando en frasco amarillo-pardo, al abrigo de la luz, puede conservarse hasta dos
meses. Si se ha coloreado intensamente no utilizarlo.

17.3.3 Bromo puro, previamente desecado.

17.3.4 Tetracloruro de carbono; agitar dos veces el tetracloruro de carbono empleando
cada vez el 5 por 100 v/v de acido sulfurico concentrado. Separar el tetracloruro de carbono.
Lavar con agua destilada, después con 5 por 100 v/v de una soluciéon acuosa de hidréxido
potasico al 50 por 100 p/v. Agitar con hidréxido potasico en pastillas. Destilar sobre anhidrido
fosforico.

17.3.5 loduro potasico exento de iodo y iodato.

17.3.6 Solucion acuosa de tiosulfato sédico 0,1 N de normalidad conocida.

17.3.7 Solucién de tiociandgeno aproximadamente 0,2 N. Poner en suspension 50 g de
tiocianato de plomo en 500 ml de acido acético. Disolver, por separado, 5,1 ml de bromo
en 100 ml de acido acético. Verter por pequenas porciones la solucién de bromo en la
solucién de tiocianato de plomo, agitando vigorosamente después de cada adicion hasta
decoloracion completa. Dejar decantar. Filtrar tan rapidamente como sea posible por
embudo Biichner, previamente secado, recogiendo el filtrado en un matraz seco.

Colocar el embudo Blichner sobre un segundo matraz y filtrar de nuevo; el filtrado debe
ser limpio e incoloro. Conservarle en un frasco de vidrio de color amarillo o pardo, de tapon
esmerilado, perfectamente seco, y en lugar fresco (temperatura inferior a 20 °C). De no
observar estas condiciones se altera rapidamente. Antes de su utilizacién, comprobar que
permanece incoloro.

17.4 Procedimiento.

Pesar con una precision de 1 mg, en una navecilla de vidrio, la cantidad necesaria de
materia grasa, segun las indicaciones de la tabla siguiente (la cantidad de solucion de
tiocianégeno sera de un 150 por 100 en exceso):

. . Peso de la muestra | Reactivo
Indice previsto

g ml

0a30 = 0,50 25
30a50 =0,30 25

50 a 100 =0,25 25
100 a 150 =0,20 50
Superior a 150 ~0,15 50

Introducir la navecilla y su contenido en un matraz de boca esmerilada. Agregar 10 ml de
tetracloruro de carbono. Disolver. Agregar 25 6 50 ml exactamente medidos de la solucion
de tiociandgeno. Tapar el matraz. Mezclar por agitacion. Dejar en la oscuridad durante 24
horas, a una temperatura de aproximadamente 20 °C.

Agregar 2 g de ioduro potasico pulverizado. Agitar durante 3 minutos. Agregar 30 ml de
agua destilada. Valorar en presencia de engrudo de almidén, con la solucién de tiosulfato
sddico 0,1 N, hasta desaparicion del color azul después de enérgica agitacion.

Realizar un ensayo en blanco, sin materia grasa, en las mismas condiciones.
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La solucién de tiociandgeno debe valorarse antes de iniciar los ensayos. Si la diferencia
entre esta valoracion y la del ensayo en blanco es superior 0,2 ml, significa que la solucion
se descompone muy rapidamente; repetir las operaciones con otra solucién mas correcta.

Los ensayos sobre materia grasa y en blanco se realizaran al menos por duplicado. Si
entre ambos ensayos, sobre materia grasa y en blanco, se obtienen diferencias superiores
a 2 unidades del indice de tiocian6geno, repetir la determinacion.

17.5 Célculo.

6N (V-V)

Indice tiocian6geno = P

V = volumen en ml de solucion de tiosulfato sodico 0,1 N utilizados en el ensayo en
blanco.

V' = volumen en ml de solucion de tiosulfato sodico 0,1 N utilizados en un ensayo con
materia grasa.

P = peso en g de la muestra ensayada.

N = normalidad exacta de la solucién de tiosulfato sodico 0,1 N.

17.6 Referencias.

1. H. P. Kaufmann, Chem. Ztg. 1925. 49, 768.
2. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Qils, Fats and Soaps 1964. Il. D.8.

18. INDICE DE POLIBROMUROS
18.1 Principio.

El indice de polibromuros de una sustancia grasa es el peso en g de polibromuros
obtenidos, en las condiciones descritas a partir de 100 g de grasa.

El método tiene caracter convencional, por lo que sus prescripciones han de ser
observadas rigurosamente.

18.2 Material y aparatos.

18.2.1 Matraz de saponificacion, de unos 200 ml, con boca esmerilada adaptable a un
tubo refrigerante de reflujo de aproximadamente 1 m de largo.

18.2.2 Matraz aforado de 100 ml.

18.2.3 Matraz erlenmeyer de unos 100 ml de capacidad.

18.2.4 Ampollas de decantacion de 500 ml.

18.2.5 Crisol con placa filtrante G3, con dispositivo para refrigerar y kitasato para recoger
el filtrado.

18.3 Reactivos.

18.3.1 Disolucién alcohdlica de hidroxido potasico 1 N.

18.3.2 Disolucion de acido clorhidrico 1 N.

18.3.3 Disolucion acuosa de anaranjado de metilo al 0,1 por 100.

18.3.4 Eter etilico, seco.

18.3.5 Solucién acuosa al 10 por 100 de cloruro sédico.

18.3.6 Sulfato sodico anhidro.

18.3.7 Disolucion de bromo. Agregar 4 ml de bromo puro y seco, enfriados a 0 °C, a 100
ml de éter etilico seco, previamente enfriados a la misma temperatura. Realizar la adicién de
bromo por pequenas porciones, dejandolas resbalar por las paredes del recipiente y
agitando en cada adicion. Mantener a 0° hasta el momento de su utilizacion.

18.4 Procedimiento.

18.4.1 Preparacion de los acidos grasos. Pesar con precision de 10 mg, 5 g de grasa en
el matraz de saponificacion. Agregar 25 ml de potasa alcohdlica 1 N. Acoplar el refrigerante y
calentar a ebulliciéon, con una pequefa llama, durante 30 minutos.
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Al principio de la calefaccion agitar el matraz por rotacion suave, para homogeneizar su
contenido, a fin de evitar el sobrecalentamiento de la grasa. Terminada la saponificacion,
separar el refrigerante. Agregar 50 ml de agua destilada y pasar el contenido del matraz a la
ampolla de decantacion, utilizando en varias veces, 80 ml de agua en total. Agregar 50 ml de
éter etilico y ligero exceso de &cido clorhidrico 1 N, calculado mediante la adicién de dos
gotas de anaranjado de metilo. Agitar fuertemente la ampolla para disolver totalmente los
acidos grasos liberados. Dejar reposar hasta que se separen netamente las dos capas.
Pasar la disolucién hidroalcohdlica a otra ampolla de decantacion y extraer nuevamente con
otros 50 ml de éter etilico, repitiendo la operacion anterior. Reunir los dos extractos etéreos
en una misma ampolla y lavar tres veces, con 50 ml cada una, con la disolucién de cloruro
sddico. En los tres lavados se obtendra una buena decantacion, por adecuada separacion de
las dos capas.

Pasar la disolucion etérea a un matraz aforado de 100 ml y completar hasta el enrase
con éter etilico. Ahadir una pequefa cantidad de sulfato sédico anhidro (de 1 a 2 g) para
asegurar la deshidratacion. Tapar el matraz y agitar para homogeneizar.

En el caso de que la bromacién no vaya a realizarse inmediatamente, llenar el matraz
con CO, o con N, tapar y conservar en lugar oscuro.

18.4.2 Bromuracion. Pesar el matraz erlenmeyer de 100 mililitros, previamente secado
en estufa y enfriado en desecador. Agregar una cantidad de polibromuros del orden de 0,1 g,
obtenidos a partir del mismo aceite u otro de naturaleza analoga; pesar nuevamente el
matraz. Los polibromuros han de estar perfectamente divididos.

Agregar al matraz 20 ml, exactamente medidos con pipeta, de la disolucién etérea de los
acidos grasos. Agitar para asegurar la disolucion de los polibromuros. Tapar el matraz e
introducirlo en hielo fundente durante 15 minutos, agitando de cuando en cuando, para
saturar el liquido de polibromuros.

Afadir 20 ml de la disolucién de bromo, poco a poco y resbalando por la pared, agitar en
cada adicion, cuidando de que la temperatura no exceda nunca de + 2 °C. Una vez que se
han agregado los dos tercios del reactivo, se puede anadir el resto mas rapidamente,
utilizando las ultimas porciones para limpiar las paredes del matraz. Tapar y dejar en hielo
fundente durante 3 horas,

Realizar un ensayo en blanco, en las mismas condiciones.

18.4.3 Filtracién y lavados. Al cabo de las 3 horas, filtrar la disolucién de los acidos
grasos por el crisol de placa filtrante, previamente desecado en estufa a 105°, enfriado en
desecador y tarado. El crisol estara rodeado de hielo fundente; facilitar 1 filtracion mediante
un débil vacio, que sera eliminado antes de que se consuma el liquido sobre la placa
filtrante.

Lavar cuatro veces la torta de polibromuros con disolucién de polibromuros en éter etilico
(0,06 g en 100 ml), enfriada a 0 °C. En los dos primeros lavados utilizar 20 ml cada vez, y en
los dos ultimos, 10 ml cada vez. Adicionar estos volumenes de éter sucesivamente al matraz
donde se ha efectuado la precipitacion, cuidando de lavar bien las paredes y agitando
enérgicamente para desprender las particulas adheridas. Después de efectuar estas
operaciones conviene introducir el matraz en hielo fundente, y no verter el éter en el crisol
hasta asegurarse de haberlo enfriado a 0 °C. Cuando se opera con aceite de indice de
polibromuros bajo pueden reducirse los lavados a tres solamente, utilizando en cada uno un
volumen de 10 ml.

18.4.4 Desecacion y pesada. Colocar en estufa los crisoles y erlenmeyer que se han
utilizado en la precipitacién; elevar progresivamente la temperatura hasta alcanzar de 95°
a 100 °C. Dejar 30 minutos a esta temperatura; enfriar en desecador y pesar.

18.5 Calculo.

Indice de polibromuros = P };Pﬂx 100

P' = aumento de peso en g del conjunto matraz y crisol, empleados en el ensayo de la
muestra.

P" = pérdida de peso en g del conjunto crisol y matraz, empleados en el ensayo en
blanco.
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P = peso en g de la muestra.
18.6 Referencia.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps. 1964. Il. D.11.

19. INDICE DE DIENOS
19.1 Principio.

El indice de dienos representa la cantidad de iodo expresada en g equivalente al
anhidrido maleico, fijado por los dobles enlaces presentes en 100 g de grasa.

19.2 Material y aparatos.

19.2.1 Matraz de 250 ml de boca esmerilada y refrigerante de reflujo.
19.2.2 Bafio de aceite o manta eléctrica.

19.2.3 Pipeta de 25 ml.

19.2.4 Embudo de separacion de 250 ml.

19.2.5 Matraz de 300 ml.

19.3 Reactivos.

19.3.1 Solucién al 6 por 100 de anhidrido maleico (p.f. 52-54 °C), en toluol puro; dejar en
reposo 24 horas. Filtrar con papel de filtrado rapido antes de su uso.

19.3.2 Disolucién de hidréxido sédico N.

19.3.3 Eter etilico.

19.4 Procedimiento.
Filtrar la grasa a través de un filtro seco.

Pesar con precision de 1 mg aproximadamente 3 g de materia grasa en el matraz de 250
ml, agregar 25 ml de solucién de anhidrido maleico, hervir moderadamente a reflujo
durante 3 horas, dejar enfriar unos minutos, agregar a través del refrigerante 5 ml de agua
destilada, y volver a hervir durante 15 minutos. Dejar enfriar a la temperatura ambiente,
agregar a través del refrigerante 5 ml de éter etilico, y después 20 ml de agua destilada.
Quitar el refrigerante y pasar el contenido del matraz al embudo de separacién. Lavar el
matraz tres veces, con 7 ml de éter etilico cada vez, y después otras tres veces, con 8 ml de
agua destilada cada vez, incorporando todos los lavados al embudo de separacion. Agitar y
dejar reposar hasta la separacion de las dos capas. Pasar la capa acuosa al matraz
erlenmeyer de 300 ml. Repetir la extraccion del extracto etéreo contenido en el embudo de
separacion, con 25 ml y después con 10 ml de agua destilada, incorporar la capa acuosa al
matraz de 300 ml.

Valorar todos los extractos acuosos reunidos con disoluciéon de hidroxido sodico N,
usando fenolftaleina como indicador. Realizar simultaneamente un ensayo en blanco.

19.5 Calculo.

P (V-V)-12,692 -N
Indice de dienos = P

V = volumen en ml de NaOH empleados en el ensayo en blanco.
V' = volumen en ml de NaOH empleados en el ensayo de la grasa.
N = normalidad en la solucién de hidroxido sédico.

P = peso en g de la materia grasa.

19.6 Observaciones.
Es conveniente que el agua empleada sea destilada, recientemente hervida y enfriada.
19.7 Referencias.

1. H. P. Kaufmann, J. Baltés. Fette und Seifen 1936. 43, 93.
2. American Oil Chemists' Society. Official and Tentative Methods. Ka 12-55.
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20. ACIDOS OXIDADOS
20.1 Principio.

Este método determina los &cidos oxidados contenidos en las grasas, expresados en
materia grasa insoluble en éter de petrdleo.
Teniendo caracter empirico, exige observar estrictamente las condiciones prescritas.

20.2 Material y aparatos.

20.2.1 Matraz de 150 ml, adaptable a refrigerante de reflujo.

20.2.2 Ampollas de decantacion de 500 ml.

20.2.3 Estufa estabilizada a 103 °C (x 2 °C).

20.2.4 Crisol de porcelana de 45 mm de altura y 40 mm de diametro.

20.3 Reactivos.

20.3.1 Solucién atandlica de hidréxido potasico, aproximadamente 2 N. Disolver 112 g de
potasa en 500 ml de etanol de 96°, y una vez fria la solucion, enrasar a 1.000 ml con etanol
de 96°.

20.3.2 Eter de petroleo (p. e. 40°- 60 °C) bidestilado, exento de residuo.

20.3.3 Solucién de acido clorhidrico N.

20.3.4 Eter etilico (C,Hs),0, d = 0,712 - 0,714.

20.3.5 Etanol, 95° exento de acidez.

20.4 Procedimiento.

Tratar 5 g de grasa pesados con una aproximacion de 10 miligramos como en 22(b).4,
hasta agotamiento de la disolucion hidroalcohdlica de jabon por el éter y los dos primeros
lavados.

Colocar la disolucién hidroalcohdlica y el agua procedente de los dos primeros lavados
del éter en una capsula de 500 mililitros. Hervir hasta que queden eliminadas las trazas de
éter disuelto y el alcohol en su totalidad.

Trasvasar el contenido de la capsula a una ampolla de decantacién de 500 ml, lavando
la capsula con pequenas cantidades de agua, procurando que el volumen total del liquido en
la ampolla sea de 150 ml aproximadamente.

Afadir solucién de acido clorhidrico N en ligero exceso (51 ml aproximadamente).
Agitar 2 minutos. Después de agitado no ha de quedar espuma; en caso contrario se afiade
un poco mas de acido.

Agregar a la ampolla 100 ml de éter de petréleo. Agitar 1 minuto. Dejar reposar 12 horas.
Decantar el agua acida. Filtrar la solucion de éter sobre un filtro lento de 90 mm de diametro.

Los acidos oxidados se adhieren generalmente a las paredes del tubo y aparecen en
forma de una masa roja oscura.

Si los acidos oxidados son abundantes, hacer salir el éter de petréleo por la parte
superior de la ampolla, para evitar que los acidos obturen la llave de salida. Lavar dos veces
la ampolla de decantacion con 25 ml de éter de petroleo y filtrar. Lavar también con éter de
petroleo el tubo de vaciado de la ampolla y el embudo, el filtrado y el pico del embudo con
porciones de 10, 10 y 5 ml respectivamente. Seguidamente desecar el exterior del pico del
embudo y el del tubo de vaciado del embudo de decantacion.

Disolver en etanol de 95° por 100 v/v caliente, los acidos oxidados contenidos en la
ampolla: Una vez con 25 ml de etanol caliente, y otra con 50 ml de etanol caliente. Pasar
sucesivamente cada porcion caliente por el filtro. Lavar el tubo de vaciado de la ampolla, el
filtro y el cono del embudo con porciones respectivas de 5 ml de etanol caliente, recoger las
soluciones alcohdlicas en un vaso de 400 ml.

Evaporar el etanol hasta un volumen muy pequefo (algunos ml).

Transvasar cuantitativamente el residuo a un crisol de porcelana tarado, utilizando
pequefas porciones de éter etilico (asi se evitan las dificultades presentadas por la
evaporacion del alcohol, teniendo este disolvente tendencia a subir por las paredes del
crisol).

Comenzar la evaporacion al aire libre. Terminarla en bafio de agua hirviente, hasta la
desaparicion de los olores de éter y alcohol y la aparicion de un olor acre.
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Colocar el crisol en estufa a 103 °C (x 2 °C), durante media hora. Pasar a desecador con
acido sulfurico durante 15 minutos y pesar. Repetir sucesivamente estas operaciones hasta
pesada constante con una precisién de 1 mg. La ultima pesada representa el peso de los
acidos oxidados mas el de las sales minerales arrastradas con los acidos oxidados.

Calcinar el residuo, dejar enfriar el crisol y pesar.

20.5 Célculo.

100 (P —P)
P

Tanto por ciento de acidos oxidados =

P' = peso en g de los acidos oxidados, mas las sales minerales.
P" = peso en g de las sales minerales.
P = peso en g de la muestra tomada para analisis.

20.6 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry Standard Methods for the Analysis
of QOils. Fats and Soaps. 1964. Il. D.12.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.008.

21. INDICE DE PEROXIDOS
21.1 Principio.

Se denomina «indice de peroxidos» a los miliequivalentes de oxigeno activo contenidos
en un kilogramo de la materia ensayada, calculados a partir del yodo liberado del yoduro
potasico, operando en las condiciones que se indican en la metddica.

Las sustancias que oxidan el yoduro potasico en las condiciones descritas se supone
son peroxidos u otros productos similares de oxidacion de la grasa, por lo que el indice
obtenido puede tomarse, en una primera aproximacién, como una expresion cuantitativa de
los peroxidos de la grasa.

21.2 Material y aparatos.

21.2.1 Navecillas de vidrio de aproximadamente 3 ml para pesada de la grasa.
21.2.2 Matraces con tapdén esmerilado, de aproximadamente 250 ml, previamente
secados y llenos de gas inerte (anhidrido carbonico o nitrégeno).

21.3 Reactivos.

21.3.1 Cloroformo, para analisis, exento de oxigeno por barboteo de una corriente de
gas inerte puro y seco.

21.3.2 Acido acético glacial puro exento de oxigeno como en 2.3.1.

21.3.3 Solucién acuosa saturada de yoduro potasico, exento de yodo y yodatos.

21.3.4 Soluciones acuosas de tiosulfato sodico 0,01 N y 0,002 N exactamente valoradas.

21.3.5 Solucién indicadora de almidén al 1 por 100 en agua destilada.

21.4 Procedimiento.

Tomar un matraz con cierre esmerilado, de unos 250 ml, previamente seco, y llenar con
un gas inerte, puro y seco (anhidrido carbénico o nitrdgeno). Introducir tan rapidamente
como se pueda la muestra del aceite que se desea ensayar, definida en funcién de los
indices presumidos (ver 21.6.1).

Agregar 10 ml de cloroformo, en el cual se disuelve rdpidamente la grasa por agitacion,
150 ml de acido acético glacial y 1 ml de una disolucién acuosa de yoduro potasico.

Cerrar el matraz y mantener en agitacién durante un minuto, imprimiéndole un suave
movimiento de rotacién, conservandolo después en la oscuridad durante 5 minutos;
transcurrido este tiempo, agregar 75 ml de agua, agitar vigorosamente y valorar el yodo
liberado con una disolucién de tiosulfato 0,002 N, para los aceites de indices inferiores o
iguales a 20 y 0,01 N para los indices mas elevados.

Paralelamente, se efectua un ensayo testigo, sin aceite, que debe dar un indice nulo.

21.5 Calculos.
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El indice de perdxidos se expresa en miliequivalentes de oxigeno por kilogramo de
muestra, y se calculara aplicando la formula siguiente:

_V - N-1000

LPE P

V = tiosulfato, en ml, consumido en la valoracion.
N = normalidad de la solucién de tiosulfato.
P = peso, en gramos, de la muestra de grasa tomada para la determinacion.

21.6 Observaciones.

21.6.1 Peso de la muestra. La toma de las muestras para el ensayo se efectuara
tomando una cantidad de grasa de acuerdo con el indice de perdxidos que se presupone y
que se indica en el cuadro siguiente:

|Indice que se presupone [Peso de la muestra eng|

De 0 a 20 De2,0a1,2
De 20 a 30 De1,2a0,8
De 30 a 50 De 0,8a0,5
De 50a 100 De 0,5a0,3

21.6.2 Para la expresion del indice de perdxidos se han propuesto otras unidades
distintas a la adoptada en esta norma y que suelen ser utilizadas, en algunos casos,
presentandose a confusiones en la interpretacion de resultados. Para evitar estos errores y
los inconvenientes que pudieran derivarse de los mismos, en los informes analiticos debera
indicarse siempre la unidad en la que se expresa el indice.

Para facilitar el paso de una unidad a otra, se indican a continuacion, los factores de
conversion por los que debera multiplicarse, en cada caso, la cifra del indice, expresado en
una determinada unidad, para obtener la cifra equivalente en la unidad que se define
en21.1.

Factor de con version para calcular
el indice expresado en
miliequivalentes de oxigeno activo
por kilogramo de grasa

indice de peréxidos expresado en

a) Microgramos de oxigeno activo por gramo de grasa . 0,125
b) Gramos de oxigeno activo por kilogramo de grasa. 125
c) Mililitros de solucion de tiosulfato sédico 0,01 N por kilogramo de 0.01
grasa. ’

d) Mililitros de solucion de tiosulfato sddico 0,01 N por gramo de grasa. 10
e) Mililitros de solucion de tiosulfato sédico 0,002 N por gramo de grasa. 2

f) Milimoles de oxigeno activo por kilogramo de grasa. 2

21.7 Referencias.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espanola 55.023.
2 International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps 1964. II. D.13.

22(a). INSAPONIFICABLE

(Método éter de petrdleo)
22(a).1 Principio.

Se entiende por insaponificable el peso en g de sustancias no saponificables, insolubles
en agua y solubles en el disolvente utilizado en la determinacion, contenidas en 100 g de
grasa.

El método es aplicable a todas las materias grasas. Su exactitud es sélo aproximada
para aquellas grasas con un contenido de insaponificable muy elevado.
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22(a).2 Material y aparatos.

22(a).2.1 Matraz de fondo plano, de 200 ml, adaptable a refrigerante de reflujo.
22(a) 2.2 Refrigerante de reflujo.
22(a).2.3 Embudos de separacion de 500 ml.
22(a).2.4 Estufa graduable a 103° 1+ 2 °C).

22(a).3 Reactivos.

22(a).3.1 Solucidon de hidréxido potasico, alcohdlica, 2 N, en etanol, de 95 por 100 v/v.
22(a).3.2 Eter de petrdleo (p. e. 40° - 60°; indice de bromo, 1), redestilado y exento de
re3|duo
a).3.3 Etanol al 50 por 100 en volumen.
a).3.4 Agua destilada.
a).3.5 Solucién de heliantina al 1 por 100.
a).3.6 Solucion de acido clorhidrico 0,1 N.

22(
22(
22(
22(

22(a).4 Procedimiento.

Eliminar el agua de la muestra por decantacion y filtracién sobre papel, efectuadas a una
temperatura ligeramente superior al punto de fusién de determinados componentes solidos
que hubieran podido separarse de la materia grasa fluida.

Pesar en el matraz 5 g de materia grasa, con una aproximacion de 0,01 g.

Afadir 50 ml de solucion alcohodlica de potasa 2 N. Adaptar refrigerante de reflujo.
Calentar una hora con ligera ebullicion. Separar la fuente de calor. Agregar por la parte
superior del refrigerante 50 ml de agua destilada y agitar. Dejar enfriar.

Transvasar el contenido del matraz a un embudo de decantacion, aclarar y arrastrar las
ultimas porciones lavando el matraz varias veces con 50 ml de éter de petréleo en total.

Agitar enérgicamente durante un minuto. Dejar en reposo hasta la completa separacion
de las dos fases. Pasar a un segundo embudo de decantacion la fase jabonosa. Extraer ésta
con otros 50 ml de éter de petroleo; decantarla de nuevo y volver a extraer con 50 ml de éter
de petréleo.

Reunir las tres fracciones etéreas en un mismo embudo de separacion y lavarlas tres
veces seguidas, utilizando cada vez 50 ml de etanol al 50 por 100 v/v. Transvasar la solucion
de éter de petréleo a un pequeno matraz de cuello corto, previamente tarado y eliminar el
disolvente por destilacion en bafio de agua hirviendo.

Secar colocando el matraz en posicion horizontal en una estufa regulada a 103°
durante 15 minutos. Dejar enfriar en desecador y pesar. Repetir la operacion hasta que las
pérdidas entre dos pesadas consecutivas sean inferiores a 0,10 por 100.

Incinerar las sustancias insaponificables obtenidas, y si dejan cenizas, dosificar su
alcalinidad en presencia de heliantina con una soluciéon de acido clorhidrico 0,1 N (1 ml de
esta solucion representa 0,032 g de jabdn de potasa, que hay que deducir).

22(a).5 Calculo.
Calcular el insaponificable expresado en porcentaje.

22(a).5.1 Insaponificable

_100P
%°="p

22(a).5.2 En el caso de haber incinerado el residuo y valorado con KOH alcohdlica 0,1 N.

Insaponificable % 10F _3’32 NY)

P' = peso en g del residuo.

P = peso en g de la muestra.

N = normalidad exacta de la solucién acuosa de CIH 0,1 N.
V = volumen en ml de CIH 0,1 N utilizados.
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22(a).6 Observaciones.
22(a).6.1 En los certificados de analisis, indicar: Método del éter de petréleo.
22(a).7 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils. Fats and Soaps. 1964. II. D.5.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo: Una Norma Espafiola 30.305.

22(b). INSAPONIFICABLE

(Método éter etilico)
22(b).1 Principio.
Como 22(a).1
22(b).2 Material y aparatos.
Como 22(a).2.
22(b).3 Reactivos.

22(b).3.1 Solucion etandlica de hidréxido potésico, aproximadamente 2 N, en etanol
de 95° v/v.

22(b).3.2 Solucién acuosa de hidroxido potasico, aproximadamente 0,5 N.

22(b).3.3 Eter etilico neutro, recién destilado y exento de residuo.

22(b).4 Procedimiento.

Eliminar el agua de la muestra por decantacion y filtracion sobre papel, efectuadas a una
temperatura ligeramente superior al punto de fusién de determinados componentes soélidos
que hubieran podido separarse de la materia grasa fluida.

Pesar en el matraz, con una precision de 0,01 g, aproximadamente, 5 g de materia
grasa. Saponificar como en 22(a).4.

Separar la fuente de calor. Desconectar el refrigerante. Transvasar el contenido del
matraz a una ampolla de decantacién. Lavar con 100 ml de agua destilada.

Enjuagar el matraz y el refrigerante con 100 ml de éter etilico, y pasarlos a la ampolla;
tapar y agitar vigorosamente, mientras el contenido esté ligeramente caliente. Dejar en
reposo hasta separacion nitida de las dos capas. Si aparece una emulsidon persistente
causada por una alcalinidad fuerte del medio, afiadir unas gotas de acido clorhidrico N.

Separar la capa alcohdlico-acuosa y verterla en el matraz empleado en la saponificacion.

Pasar la capa etérea a una segunda ampolla de decantacion conteniendo 40 ml de agua.

Tratar la solucion alcohdlico-acuosa de jabon dos veces mas, con porciones de 100 ml
de éter etilico. Reunir las tres fracciones etéreas en la segunda ampolla de decantacion. Si
las fracciones etéreas reunidas contuviesen materias solidas en suspension, filtrar y lavar
cuantitativamente el filtro con un poco de éter.

Girar, sobre si mismo, sin sacudidas violentas, la ampolla que contiene el éter y los 40 ml
de agua. Una vez separadas las dos capas, eliminar la capa acuosa. Lavar la capa etérea
dos veces, con 40 ml de agua cada vez, agitando enérgicamente. Después, lavar
sucesivamente con 40 ml de solucion de potasa acuosa 0,5 N, con 40 ml de agua, y de
nuevo con 40 ml de solucién acuosa de potasa 0,5 N, y, por lo menos, dos veces con 40 ml
de agua. Continuar los lavados con agua hasta que las aguas de lavado no den coloracion
rosa a la fenolftaleina.

Transvasar cuantitativamente la solucién etérea a un matraz tarado de 200 ml, después
de reducirla a pequefo volumen por evaporacion. Agregar 6 ml de acetona y eliminar
completamente el solvente volatil, por medio de una ligera corriente de aire, estando el
matraz casi sumergido en un bafio de agua hirviendo, en posicién oblicua y haciéndole girar.
Terminar el secado en estufa a 103 °C, como en 22(a).4.

Después de pesar el residuo, disolverlo en 20 ml de etanol de 95 por 100, v/v, recién
destilado y neutralizado; valorar con solucidon alcohdlica de hidréxido potasico 0,1 N en

Pagina 32



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

presencia de fenolftaleina; si el volumen utilizado de solucién alcalina de superior a 0,2 ml,
repetir todo el procedimiento.

22(b).5 Calculo.

Calcular el insaponificable expresado en porcentaje.

Insapomificable % 2%

P' = peso en g del residuo.
P = peso en g de la muestra.

22(b).6 Observaciones.
En los certificados de analisis indicar: Método del éter de petréleo.
22(b).7 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Qils, Fats and Soaps. 1964. II. D.5.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 30.305.

23. INDICE DE ESCUALENO EN ACEITE DE OLIVA
23.1 Principio.

Se entiende por indice de escualeno el numero de mg de este hidrocarburo contenido
en 100 g de aceite.

Este método determina el indice de escualeno del aceite de oliva, o el de sus mezclas
con otros aceites vegetales de composicion analoga.

Los resultados obtenidos con otros aceites vegetales, con un contenido en
insaponificable muy diferente al del aceite de oliva, se admitirdn con reserva, no dando por
segura la cifra obtenida sin asegurarse de que la separacion cromatografica de la fraccion de
hidrocarburos se ha verificado correctamente, comprobandose en todo caso la ausencia de
esterinas, que garantiza en cierto modo la buena marcha de la operacion.

23.2 Material y aparatos.

23.2.1 Matraz de saponificacion, de fondo plano, de 100 ml, con refrigerante de reflujo,
constituido por un tubo de 1 m de longitud.

23.2.2 Ampolla de extraccion, de 500 ml de capacidad.

23.2.3 Aparato de destilacidn, con ajustes esmerilados y con matraz de 100 a 150 ml de
capacidad.

23.2.4 Kitasato, de 250 ml.

23.2.5 Tubo de vidrio para la columna de absorcion cromatografica, con un diametro
interior de 13 mm y longitud aproximada de 400 mm. Deberd llevar en su extremo inferior un
estrangulamiento o dispositivo para retener el algodén o lana de vidrio que soporta la
alumina; la parte superior ira provista de un tapén de corcho o vidrio con ajuste esmerilado,
atravesado por un codo destinado a adaptar una pera de goma.

23.2.6 Embudo de vidrio de 4 cm de diametro, aproximadamente.

23.2.7 Matraces erlenmeyer, con tapén esmerilado, de 150 ml, provistos de un codillo
para destilacion.

23.2.8 Buretas. Una de 25 ml, contrastada, graduada en décimas, y otra de 50 ml,
graduada en décimas.

23.3 Reactivos.

23.3.1 Hidréxido potasico; reactivo para analisis.

23.3.2 Etanol de 96° exento de aldehidos

23.3.3 Eter de petréleo para andlisis, p. e. 35° - 50 °C.

23.3.4 Disolucion de fenolftaleina al 1 por 100 en etanol de 96°.
23.3.5 Disolucion alcohdlica de hidréxido potasico 0,5 N.
23.3.6 Sulfato sddico, anhidro.
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23.3.7 Oxido de aluminio, para anélisis cromatograficos.

23.3.8 Benceno, reactivo para analisis.

23.3.9 Cloroformo, reactivo para analisis.

23.3.10 Reactivo de Hanus. Se prepara como en 16(b).3.5.

23.3.11 Disolucion de ioduro potasico al 10 por 100, exento de iodato.
23.3.12 Indicador engrudo de almidén.

23.3.13 Disolucion de tiosulfato sédico 0,1 N.

23.4 Procedimiento.

23.4.1 Primera saponificacion. Pesar 10 g de aceite en un matraz de 100 ml. Adicionar
una disolucion preparada disolviendo 3 g de hidréxido potasico en 40 ml de etanol de 96°. En
general debe tomarse una cantidad de aceite que contenga de 30 a 40 mg de escualeno.
Colocar el refrigerante y hervir durante una hora.

Verter la disolucion de jabon, todavia caliente, en una ampolla de extracciéon de 500 ml;
enjuagar el matraz con 100 ml de éter de petréleo e incorporarlos a la ampolla. Enfriar la
ampolla y agitar fuertemente. Debe formarse una disolucion homogénea. Agregar 40 ml de
agua. Dejar reposar hasta la neta separacion de las dos capas, aproximadamente dos horas.

Separar la capa alcohdlica inferior. Pasar la capa etérea al matraz de destilacion y
destilar el éter.

23.4.2 Segunda saponificacion. El residuo insaponificable obtenido hervirlo con 10 ml de
potasa alcohdlica 0,5 N, durante 20 a 30 minutos, bajo refrigerante de reflujo. Pasar la
disolucion alcohdlica a la ampolla de extraccion; agregar 50 ml de éter de petréleoy 10 ml de
agua. Dejar reposar hasta separacion de las dos capas; suele bastar con dos horas, aunque
es mas practico dejar estar durante una noche. Separar la capa etérea y lavarla con alcohol
de 50 por 100, adicionado de unas gotas de fenolftaleina, hasta eliminacién total de alcali.
Secar con sulfato sédico anhidro en la misma ampolla de extraccion; suele bastar con 0,5
alg.

Pasar la disolucién de éter de petréleo por un filtro seco, recogiendo el filtrado en un
matracito, tarado de 100 a 150 ml. Lavar la ampolla de extracciéon con 5 ml de éter de
petrdleo, que se hacen pasar por el mismo filtro. Lavar éste con dos porciones mas, de 5 mi
cada una, de éter de petrdleo. Destilar el éter. Secar el residuo a 100 °C, y una vez seco,
pesar Este residuo insaponificable contiene la totalidad de los hidrocarburos existentes, y
una parte de las esterinas, ademas de otros compuestos solubles en el éter de petroleo.

23.4.3 Separacion cromatografica. Cargar el tubo de vidrio destinado a la columna de
absorciéon con 6xido de aluminio hasta una altura de 10 cm. El llenado puede hacerse en
seco 0 en humedo. Una vez cargada colocar un disco de papel de filtro encima de la
alumina, montandose el conjunto segun se indica en 23.3.5 y 23.3.6. Agregar benceno por la
parte superior de la columna, forzandolo a pasar con una ligera presion realizada con la pera
de goma, hasta empapar la columna, bastando para ello unos 20 a 25 ml.

Absorbido el benceno por la alumina, y restando sobre ésta una pequefa capa de
disolvente, agregar el insaponificable disuelto en 10 ml de benceno. Lavar el matraz con 5 ml
de benceno, e incorporarlo a la columna. Antes de que hayan desaparecido las ultimas
porciones de benceno, se agregan 55 ml de éste, y continta el desarrollo, manteniendo la
presion necesaria para que el eluyente fluya de la columna en la proporciéon de 2 ml por
minuto aproximadamente.

Observar liquido recogido y columna bajo la luz de Wood. La disolucién no debera
presentar fluorescencia marcada, como tampoco el liquido contenido en la parte inferior de la
columna en una altura de 2 a 4 cm.

Pasar el liquido eluido a un matraz de 150 ml, previamente tarado. Destilar el benceno.
Secar el residuo a 100 °C y pesar.

23.4.4 Valoracioén del escualeno. Disolver el residuo anterior en el mismo matraz con 5
ml de cloroformo; y adicionar 0,3 ml de reactivo Hanus por cada miligramo de sustancia
pesada. Cerrar el matraz con el tapdn de vidrio. Dejar en reposo en la oscuridad durante 15
minutos.

Anadir 5 ml de disolucion de ioduro potasico al 10 por 100, y 50 ml de agua. Valorar el
exceso de iodo con tiosulfato sédico 0,1 N, con engrudo de almidén como indicador.

23.4.5 Ensayo en blanco. Realizarlo en las mismas condiciones.
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23.5 Célculo.

) 320N (V' -V)
Indice de escualeno = P

N = normalidad del tiosulfato sédico.

V' = volumen en ml de tiosulfato sdédico 0,1 N utilizados en el ensayo muestra.
V = volumen en ml de tiosulfato sédico 0,1 N utilizados en el ensayo blanco.
P = peso en g de la muestra de aceite.

23.6 Referencias.
1. J. Fitelson. J. Ass. Off. Agr. Chem. 1943. 26. 499.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.038.

24(a). DETERMINACION DE LA FRACCION DE ESTEROLES POR CROMATOGRAFIA EN
FASE GASEOSA

(Derogado).

24(b). DETERMINACION CUANTITATIVA DE ESTEROLES
24(b).1 Principio.

Los esteroles se determinan gravimétricamente, precipitandolos como digiténidos
insolubles a partir de una soluciéon alcohdlica de la grasa saponificada, para liberar los
esteroles combinados.

24
24
24
24

b).2 Material y aparatos.

b).2 (1, 2y 3) Como 24(a).2 (1, 2y 3).
b).2.4 Crisol de placa filtrante, G4.
b).3 Reactivos.

b).3.1 Disolucién acuosa de hidroxido potasico, aproximadamente, al 40 por 100, p/v.
b).3.2 Disolucién digitonina al 1 por 100, p/v. en etanol de 95 por 100 v/v.

24
24
24(b).3.3 Etanol de 95 por 100, v/v.

—_— o~~~ o~ o~~~

24

Si «s» es el tanto por ciento, p/p, previsible de esteroles en la muestra, pesar
exactamente, con aproximacion de 0,1 por 100, 5/s g, aproximadamente, de grasa.

Agregar 3/s ml de disolucién acuosa de hidréxido potasico, y después 7/s ml de etanol
de 95 por 100 v/v. Adaptar el refrigerante de reflujo, y calentar a ebullicion suave, sobre bafo
de agua hirviente, agitando de vez en cuando, hasta saponificacion completa (liquido
homogéneo). Continuar calentando de 15 a 20 minutos. Agregar 60 ml de agua destilada v,
aproximadamente, 180 ml de etanol de 95 por 100 v/v. Calentar y mantener a,
aproximadamente, 50 °C.

Agregar de 25 a 30 ml de disolucién etandlica de digitonina. Dejar enfriar y reposar
durante algunas horas (preferiblemente durante una noche). Filtrar la masa cristalina a
través de un crisol de placa filtrante G4 con vacio, y previamente tarado con una precision
de 1 mg. Lavar con agua destilada, después con etanol de 95 por 100 v/v, y por Ultimo con
algunos ml de éter etilico. Secar en estufa a 103 °C (£ 2 °C) y pesar a peso constante.

24(b).5 Calculo.

b).4 Procedimiento.

2P
P

Esteroles % =

P' = peso en g de la muestra.
P = peso en g del precipitado de digiténidos.
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24(b).6 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Oils, Fats and Soaps. 1964. Il. D. 6.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.055.

25. IMPUREZAS
25.1 Principio.

Se entiende por impurezas de una grasa el conjunto de sustancias insolubles en un
disolvente volatil en las condiciones descritas, y que no hayan sido ya determinadas como
«agua y materias volatiles».

Del peso total obtenido de impurezas habra que deducir, eventualmente, el peso de
algunas de ellas, que, segun el convenio entre las partes o segun la costumbre, no deban
ser consideradas como tales.

Los jabones de cal se consideraran como impurezas, a menos que por acuerdo entre las
partes se decida otra cosa. En este ultimo caso no sera considerado como impureza mas
que la cal que contenga, expresada en 6xido de calcio.

Salvo indicaciones contrarias, los jabones alcalinos no seran considerados como
impurezas mas que por las bases que contengan, expresadas en oxidos.

25.2 Reactivos.

Para la determinaciébn se podra usar cualquiera de los disolventes citados
posteriormente, condicionando su empleo a la naturaleza de la materia grasa tratada, y a la
de las sustancias que deban ser consideradas como impurezas en relacion con el destino o
aplicacion que deba darse a la grasa. Dicha eleccion podra ser impuesta por razones o
convenio entre las partes.

Las impurezas de las materias grasas comestibles y de las materias grasas brutas con
destino comestible después de tratamiento adecuado se determinaran con éter de petréleo.

25.2.1 Eter de petroleo puro para analisis. En las condiciones del procedimiento descrito,
el éter de petréleo deja insolubles: Impurezas mecanicas (tierra, arena y residuos diversos);
parte de acidos oxidados libres y sus productos de polimerizacion, lactonas-jabones de cal,
hidratos de carbono, materias nitrogenadas, determinadas resinas, materias minerales, y no
disuelve mas que parcialmente los jabones alcalinos.

25.2.2 Eter técnico (C,Hs),0, puro para andlisis. En las condiciones del procedimiento
descrito, el éter etilico deja insolubles: Las impurezas mecanicas (tierra, arena y residuos
diversos), materias minerales, hidratos de carbono, materias nitrogenadas, ciertas resinas,
jabones de cal y jabones alcalinos.

25.2.3 Sulfuro de carbono, S,C, puro para analisis recién destilado. En las condiciones
del procedimiento descrito, el sulfuro de carbono deja insolubles: Impurezas mecanicas
(tierra, arena y residuos diversos), materias minerales, hidratos de carbono, materias
nitrogenadas, ciertas resinas y jabones de cal. No disuelve mas que parcialmente los
jabones alcalinos.

25.3 Procedimiento.

Pesar exactamente, con una aproximacion de 0,01 g, aproximadamente 20 g de materia
grasa en un erlenmeyer, con tapon de vidrio esmerilado (la grasa solamente fundida, si es
necesario) agregar 200 ml del disolvente elegido, tapar, agitar y dejar en reposo a,
aproximadamente, 20 °C durante 30 minutos, si se trata de éter etilico o éter de petrdleo,
y 12 horas si se trata de sulfuro de carbono.

Filtrar sobre filtro sin cenizas, de 12 cm de diametro, previamente secado y tarado, lavar
el filtro con pequefas porciones de disolvente, utilizando la cantidad estrictamente necesaria
para que el filirado esté exento de materia grasa, retirar el filiro del embudo, dejar evaporar
el disolvente al aire libre, y terminar la evaporacion en estufa a 103 °C (x 2 °C). Pesar el
filtro.

25.4 Calculo.
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]'_'[npurezas “ :w
P" = peso en g del filtro seco.

P'= peso en g del filtro mas impurezas.

P = peso en g de la muestra.

Indicar el disolvente utilizado y, eventualmente, los componentes que han sido deducidos
de las impurezas.

25.5 Observaciones.

25.5.1 Si el filtrado contiene cenizas, eliminar el disolvente por destilacion, incinerar el
residuo, pesar y agregar esta pesada a las impurezas del filtro.

25.5.2 Para una determinacion de gran exactitud deberd emplearse una cantidad de
disolvente cincuenta veces superior al peso de grasa tomada.

25.5.3 En el caso de una materia grasa que contenga jabones, y en el caso de que estos
jabones no deban ser considerados como impurezas, mas que por las bases que contengan,
separar el residuo insoluble del filtro y tratarlo a ebullicion con refrigerante de reflujo, con
acido clorhidrico diluido (1:5), hasta que los jabones se hayan descompuesto totalmente.
Extraer la materia grasa asi liberada en una ampolla de decantacion por medio del
disolvente utilizado para la determinacion de las impurezas. Después de pequeios lavados
con agua, destinados a eliminar la acidez mineral, filtracion y eliminacion del disolvente,
pesar los acidos grasos, y deducir de las impurezas el tanto por ciento asi obtenido.

25.6 Referencias.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Qils, Fats and Soaps. 1964. II. C. 2.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.002.

26. CENIZAS
26.1 Principio.

Las cenizas representan el residuo mineral de las materias grasas, previamente filtradas.

Su tanto por ciento no debe anadirse al de las impurezas insolubles en un disolvente,
para evitar que ciertos elementos sean considerados dos veces. Ahora bien, como
continuacion a la dosificacion de las impurezas, se puede llegar a dosificar las cenizas sobre
la materia grasa purificada después de la expulsion del disolvente. En tal caso, el tanto por
ciento de cenizas se afade al de impurezas.

26.2 Material y aparatos.
26.2.1 Capsula de incineraciéon de, aproximadamente, 50 ml de capacidad.
26.3 Procedimiento.

Pesar exactamente, con una aproximacion de 0,01 g, aproximadamente 10 g de materia
grasa en la capsula, previamente tarada.

Calentar prudentemente hasta el punto de inflamacion y dejar arder a la sustancia
espontaneamente, calcinar moderadamente hasta la obtencién de un residuo que no emita
mas vapores, tomar el residuo con agua destilada, filtrar con la ayuda eventual de una ligera
corriente de oxigeno o con algunas gotas de agua oxigenada, dejar enfriar la capsula, verter
cuantitativamente el filtrado anterior, evaporar a sequedad en bafo de agua. Después
calcinar, aproximadamente, a 400 °C y pesar.

Si fuera necesario se pueden recarbonatar las cenizas con carbonato amoénico, o agua
saturada de acido carbonico.

26.4 Calculo.
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Cenizas %2—1 PP

P' = peso en g de las cenizas.
P = peso en g de la muestra ensayada.
26.5 Referencia.

1. International Union of Pure and Applied Chemistry. Standard Methods for the Analysis
of Qils, Fats and Soaps, 1964, II. C. 3.

27. DETECCION DE COMPUESTOS CLORADOS
27.1 Principio.

Este método determina cualitativamente la presencia de cloro procedente de solventes
clorados u otros compuestos.
Es aplicable a los aceites vegetales normales.

27.2 Material y aparatos.

27.2.1 Alambre de cobre puro, de aproximadamente 1 mm de didmetro; bien pulido y
acoplado a un soporte aislante del calor.
27.2.2 Mechero Bunsen, o quemador de gas equivalente

27.3 Procedimiento.

Calentar el alambre de cobre en la llama del Bunsen hasta que no sea visible color
verde.

Mojar la parte calentada del alambre con la muestra de aceite y volver a introducir dicha
parte en la llama; si ésta presenta un color verde definido, indica la presencia de cloro en la
muestra.

27.4 Expresion de resultados.
Coloracion verde, mas o menos intensa: Positivo. Coloracion no verde: Negativo.
27.5 Referencia.

1. American QOil Chemists' Society. Official and Tentative Methods. Ca. 7.35.
28(a). RECONOCIMIENTO DE AZUFRE

(Ensayo del benzoato de plata)
28(a).1 Principio.

Este método determina cualitativamente la presencia de azufre.
Aplicable a la deteccién de azufre del sulfuro de carbono en la extraccion del aceite de
orujo de oliva.

28(a).2 Material y aparatos.

28(a).2.1 Tubos de ensayo de tamafno conveniente.
28(a).2.2 Bario de aceite, capaz de calentar la muestra a 150 °C en cinco minutos.

28(a).3 Reactivos.

28(a).3.1 Benzoato de plata: Mezclar cantidades equivalentes de nitrato de plata y
benzoato sddico, filtrar, lavar el precipitado con varias porciones de agua destilada, secar en
estufa a 60-70 °C. Preservarlo de la luz. Pulverizar el benzoato de plata seco, antes del uso,

28(a).4 Procedimiento.

Filtrar la muestra, tomar en dos tubos de ensayo 5 ml en cada uno, calentar en el bafio
de aceite, alcanzando 150 °C en, aproximadamente, cinco minutos, para evitar
sobrecalentamientos
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Retirar del bafio uno de los tubos, agregarle aproximadamente 0,2 g de benzoato de
plata y agitar inmediatamente. Observar el aspecto del tubo, comparandolo con el de ensayo
en blanco. La apariciéon de un ennegrecimiento indica la presencia de azufre.

28(a).5 Referencia.
1. American of Chemists' Society, Official and Tentative Methods. Ca. 8b. 35.

28(b). RECONOCIMIENTO DE AZUFRE

(Ensayo de la moneda)
28(b).1 Principio.

Este método determina cualitativamente la presencia de azufre.
Aplicable a la deteccion de azufre en el sulfuro de carbono empleado en la extraccion del
aceite de oliva.

28(b).2 Material y aparatos.

28(b).2.1 Tubo de ensayo o vaso de tamafo conveniente.

28(b).2.2 Varilla o bolas de vidrio para soportar la moneda.

28(b).2.3 Una moneda pulida, preferiblemente nueva.

28(b).2.4 Bafo de aceite capaz de calentar la muestra a 210 °C en unos 30 minutos.

28(b).3 Procedimiento.

Colocar la moneda en un tubo de ensayo o vaso, soportada por bolas o trozos de varilla
de vidrio. Agregar 20 ml de la muestra, que han de cubrir la moneda.

Colocar el tubo de ensayo o vaso en el bafio de aceite, calentar de forma que la muestra
alcance 210 °C en, aproximadamente, 30 minutos, mantener a esta temperatura durante 10
minutos mas.

Enfriar y retirar la moneda, colocar sobre una superficie limpia y examinar
cuidadosamente si presenta despulido o ennegrecimiento.

Si éste es evidente, la presencia de azufre es positiva.

28(b).4 Referencia.
1 American Oil Chemists' Society. Official and Tentative Methods. Ca. 8a. 35.

29. DETERMINACION DE JABON EN ACEITE DE OLIVA
29.1 Principio.

Este método tiene por objeto el reconocimiento de jabones alcalinos, magnésicos o
calcicos, e identificacion de los iones de estos ultimos elementos en aceites de oliva que
hayan sido total o parcialmente neutralizados con compuestos basicos de estos metales y
sometidos a una decantacion o centrifugacion.

29.2 Material y aparatos.

29.2.1 Ampolla de decantacién de 100 ml, con tapén esmerilado.

29.2.2 Probeta graduada, de 10 ml.

29.2.3 Embudo de filtracién de 5 a 6 cm de diametro.

29.2.4 Capsulas de vidrio Pyrex o Jena, redondas o fondo plano, de 5 a 6 cm de
diametro.

29.2.5 Tubos de ensayo, de 100 mm de longitud y 10 mm de diametro.

29.2.6 Capsulas redondas de porcelana de 4 a 5 cm de diametro.

29.2.7 Vidrios de reloj de 4 cm de diametro.

29.2.8 Papel de filtro sin cenizas de 9 cm de diametro.

29.3 Reactivos.

29.3.1 Acido clorhidrico, reactivo para analisis, al 10 por 100.
29.3.2 Acido nitrico, reactivo para analisis, 2 N.
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29.3.3 Hidréxido sodico, reactivo para analisis, 2 N.

29.3.4 Nitrato de plata, reactivo para analisis, al 5 por 100.

29.3.5 Quinalizarina, reactivo para analisis, disolucién saturada en etanol de 96°,
recientemente preparada.

29.3.6 Sal sodica de la osazona del acido dihidroxitartarico.

29.4 Procedimiento.

29.4.1 Extraccion. Medir 10 ml de aceite con la probeta graduada y verterlos en la
ampolla de decantacion, previamente mojada con agua. Ahadir 10 ml de disolucion de acido
clorhidrico. Agitar durante 15 6 20 segundos. Dejar reposar hasta separacion de las dos
capas, aproximadamente de 10 a 15 minutos.

29.4.2 Centrifugacion. La capa acuosa decantada centrifugada entre 4.000 y 5.000 r.p.m.
Si no se dispone de centrifuga, filtrar a través de papel de filtro, sin cenizas, previamente
humedecido.

29.4.3 Ensayo general de jabones. Verter en capsulas de vidrio 2 ml de la disolucion
filtrada o centrifugada. Evaporar a sequedad en bario de arena o de agua. Disolver el residuo
con unas gotas de agua destilada y volver a evaporar. Repetir esta operacion dos veces.
Agregar el residuo de la tercera evaporacion, una gota de acido nitrico y 2 ml de agua
destilada, calentar ligeramente hasta disolver el residuo, pasar a un tubo de ensayo, agregar
tres gotas de disolucion de nitrato de plata. Un precipitado coposo de cloruro de plata o una
turbidez para pequenas cantidades, revela la existencia de jabones en el aceite.

Realizar el ensayo en blanco, evaporando 2 ml de la disolucion de acido clorhidrico
utilizada, o mejor todavia operando sobre un aceite virgen garantizado. El resultado se
interpretara comparando la turbidez obtenida en el ensayo en blanco con la del problema.
Ligeras diferencias no deben interpretarse positivamente.

29.4.4 Identificacion del magnesio. Verter 15 gotas de la disolucién filtrada en 29.4.2 en
una capsula de porcelana de fondo redondo, agregar dos gotas de disolucién de
quinalizarina, agitar mediante ligero movimiento de rotacién, agregar, gota a gota, disolucién
de hidréxido sddico, agitando a cada adicion con movimiento de rotacién, hasta que se
produzca un cambio de color y después tres o cuatro mas. La existencia de magnesio origina
un precipitado fino de color azul; la ausencia de magnesio se acusa por no producirse el
color azul y quedar la solucién de un color violeta azulado.

Paralelamente, realizar un ensayo en blanco con la disolucién de acido clorhidrico. Un
resultado positivo obliga a preparar otra disoluciéon de acido clorhidrico y repetir la extraccion
de la muestra como en 29.4.1.

29.4.5 |dentificacidon del calcio. Depositar 0,5 ml de la disolucién filtrada 29.4.2 en una
capsula de vidrio, neutralizar lo mas exactamente posible con la disolucién de hidréxido
sddico, utilizando papel de tornasol. Tomar dos gotas en un vidrio de reloj, agregar dos o tres
granitos del reactivo sélido 29.3.6. El reactivo se difundira a través de la gota, comunicando
a ésta un color naranja amarillento. Si al cabo de diez o quince minutos la disolucion
permanece transparente, no existe calcio. Si la disolucidon se enturbia, formandose un
precipitado amarillo, se acusa la presencia de calcio.

Realizar el ensayo en blanco con la disolucion clorhidrica, repitiendo las operaciones
de 29.4.5. Un resultado positivo obliga a preparar otra disolucién de acido clorhidrico y
repetir las operaciones indicadas en 29.4.1.

29.5 Referencia.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.039.

30. RECONOCIMIENTO DE JABON EN ACEITE REFINADO
30.1 Principio.
Este método tiene por objeto identificar la presencia de jabdn en aceites refinados.
30.2 Material y aparatos.
30.2.1 Tubos de ensayo de 150 x 15 mm.
30.3 Reactivos.
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30.3.1 Disolucion al 0,1 por 100 de azul de bromofenol en etanol de 96°.
30.3.2 Acetona, recientemente destilada, con un 2 por 100 de agua.

30.4 Procedimiento.

Los tubos de ensayo deben limpiarse escrupulosamente antes del uso. La acetona al 2
por 100 de agua con la adicién de algunas gotas de la disolucién de azul de bromofenol
debe dar coloracién del amarillo al amarillo-verdoso; si adquiere un matiz verdoso, repetir la
operacion.

Colocar en un tubo de ensayo 10 ml de acetona y una gota de disoluciéon de azul de
bromofenol; la disolucion debe quedar amarilla. Agregar 10 g de aceite, cerrar con un tapén
limpio, agitar y dejar decantar. La capa acetonica superior no debe presentar una coloracion
azul, ésta revelaria la presencia de jabdn.

30.5 Expresién de los resultados.

30.5.1 Coloracién amarilla: negativa. Coloracion azul: positiva.

30.5.2 Observando por reflexion, color azul ultramar claro, y por transparencia, color azul
violeta intenso; contenido de jabén superior al 0,001 por 100, expresado en hidréxido sodico.

30.5.3 Capa acetonica con coloracién verde claro: contenido de jabon comprendido
en 0,001 por 100 y 0,0001 por 100.

30.6 Observaciones.

Para que el ensayo tenga la sensibilidad indicada, el aceite debe tener una acidez libre
inferior al 1 por 100 (expresada en acido oleico).

30.7 Referencia.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espariola 55.029.

31. ABSORCION ESPECTROFOTOMETRICA ULTRAVIOLETA
31.1 Principio.

Este método se fundamenta en la medida espectrofotométrica ultravioleta del coeficiente
de extincion a las longitudes de onda 232 y 270 mp representados por Kyz 2 ¥ Ky 7 o,
respectivamente.

Ambos coeficientes se emplean como criterio de calidad de los aceites.

31.2 Material y aparatos.

31.2.1 Espectrofotometro ultravioleta. La escala de longitudes de onda permitira medir
entre 220 y 350 nm con precision de 1 nm.

31.2.2 Cubeta prismatica de cuarzo, de 1 cm de espesor o paso Opticamente
transparente entre 220 y 350 nm. La transmision a 220 nm sera, como minimo, de un 80
por 100. Las cubetas en uso tendran, entre si, una desviacién no superior al 2 por 100 a 220
nm.

31.2.3 Matraces aforados con tapén de vidrio esmerilado de 10, 500 y 1.000 ml.

31.3 Reactivos.

31.3.1 Ciclohexano. Para espectrofotometria, cuyos valores minutos de transmision
seran: 40 por 100 a 220 nm y 95 por 100 a 250 nm.

31.3.2 Disolucion de hidroxido potasico, para analisis, 0,05 N.

31.3.3 Disolucién patron de cromato potasico. Disolver 2.000 miligramos de cromato
potasico, para analisis, en 1 litro de disolucién de hidréxido potasico 0,05 N. Tomar 25 ml de
esta soluciéon en un matraz aforado de 500 ml, completando hasta el enrase con disolucién
de hidroxido potasico 0,05 N.

La densidad optica de esta ultima disolucién a 275 nm, medida en cubeta de 1 cm,
tomando como referencia la disolucién de hidroxido potasico 0,05 N, debera ser de 0,200
+ 0,005.

31.4 Procedimiento.

Pagina 41



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

Comprobar la escala de transmision a absorbancia.

Si el aceite no estd completamente limpio y transparente se filtra a la temperatura
ambiente, a través de papel de filtro adecuado.

Pesar exactamente, en un matraz aforado de 10 ml, aproximadamente, las siguientes
cantidades de muestra: 90 mg de aceite de oliva virgen, 60 mg de aceite refinado o su
mezcla con virgenes, 40 mg de aceite de orujo bruto o refinado, 40 miligramos de aceite de
semilla; disolver en ciclohexano y completar hasta el enrase

En cubeta de 1 cm de paso, medir la extincion a 232 y 270 nm utilizando ciclohexano
como patrén de comparacion.

La lectura debe estar comprendida entre 0,2 y 0,8 de absorbancia; en caso contrario se
repetira la medida, bien diluyendo convenientemente o procediendo a una nueva pesada.

31.5 Célculo.

% Ak
E%fml =Te

16-'
Efen A = extincion especifica a la longitud de onda A.
A A = absorcién leida en el espectrofotometro.
¢ = concentracion de la disolucion en g/100 ml.
e = espesor en cm de la cubeta.

31.6 Observacion.

Los aceites de oliva virgenes que sea necesario purificar para realizar esta
determinacion se someteran al siguiente tratamiento en columna de alumina:

Preparar una columna rellenando con 30 g de alumina activada, para cromatografia, de
actividad |, segun Brockman, un tubo de vidrio para cromatografia, cuya parte superior
tenga 230 mm de longitud y 35 mm de diametro interior, y la parte inferior sea de la misma
longitud y 10 mm de diametro interior. Esta parte inferior estara provista de un
estrangulamiento o dispositivo para retener el algodén o lana de vidrio que actua como retén
o soporte del absorbente. La alumina activada ocupara aproximadamente toda la parte
inferior de la columna, y puede adicionarse seca o humedecida con el disolvente, que puede
ser éter de petréleo ligero o ciclohexano para cromatografia.

Verter en la columna una disolucién de 10 g de aceite, pesados con una aproximacion
de 0,01 g, en 100 ml de disolvente. Recoger la solucién oleosa a la salida de la columna
sobre un filtro Jena de placa filtrante, previamente secado en estufa a 105 °C, recogiendo el
filtrado en un matraz pequefio. Destilar el disolvente en vacio, a temperatura inferior a 25 °C.

El aceite libre de disolvente se utiliza inmediatamente para determinar los coeficientes de
extincion en el ultravioleta.

31.7 Referencias.

1 J. P. Wolf. Rev. Francaise Corps Gras, 1954. 1, 215.
2 Consejo Oleicola Internacional, 1957.

32(a). INDICE DE BELLIER
32(a).1 Principio.

El indice de Bellier de un aceite es la temperatura a la que se produce la precipitacion de
las sales de los acidos grasos de dicho aceite cuando esta saponificado y disuelto con
arreglo a las condiciones de este método.

32(a).2 Material y aparatos.

32(a).2.1 Tubos de ensayo de 26-27 mm de diametro y 220 mm de longitud.

32(a).2.2 Refrigerante constituido por un tubo de vidrio de aproximadamente 800 mm de
longitud con un tapdn en el extremo.

32(a).2.3 Termdmetro graduado de 0 °C a 50 °C, con divisiones de décimas de grado,
adaptado a un tapon que sirve de cierre al tubo de ensayo.
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32(a).2.4 Pipetas graduadas.
32(a).3 Reactivos.

32(a).3.1 Disolucién hidro-alcohdlica de hidréxido potasico. Disolver 42,5 g de KOH puro
en 72 ml de agua destilada y llevar a 500 ml con etanol de 95°.

32(a).3.2 Disolucién de alcohol etilico: titulo 70° (utilizar alcohol etilico puro indiferente a
los hidréxidos alcalinos).

32(a).3.3 Disolucién acuosa de acido acético: 1 + 2 (en volumenes); ajustada de manera
tal que 1,5 ml neutralicen exactamente (indicador fenolftaleina), 5 ml de la disolucion
hidroalcohdlica de hidréxido potasico.

32(a).4 Procedimiento.

Eliminar el agua del aceite por decantacion y filtracion sobre papel, efectuada a una
temperatura ligeramente superior al punto de fusién de determinados componentes soélidos
que hubieran podido separarse de la materia grasa fluida.

Colocar en un tubo de ensayo 1 ml de grasa y 5 ml de disolucién de potasa. Cubrir con el
refrigerante y calentar moderadamente agitandolo por rotacion, de cuando en cuando, hasta
completar saponificacion, es decir, hasta obtener una disolucién perfectamente limpida.

Dejar enfriar. Separar el refrigerante. Anadir 1,5 ml de la disolucion de acido acético y 50
ml de la disolucién de alcohol de 70°. Colocar el termdmetro y homogeneizar.

Poner el tubo en un vaso lleno de agua a una temperatura de 23-25 °C. En el caso de
que se produzca un precipitado en forma de copos, dejar durante una hora a dicha
temperatura y filtrar en un tubo de ensayo.

Introducir el termdémetro en el tubo de ensayo que tiene la disolucion transparente
filtrada. Colocar unos instantes en un vaso de agua cuya temperatura sea inferior a 10 °C,
aproximadamente, a la supuesta para el indice de Bellier.

Retirarlo y homogeneizar la temperatura, para lo cual se agita dicho tubo invirtiéndolo (la
velocidad de enfriamiento debe ser aproximadamente 1 °C por minuto); repetir esta
operacion tantas veces como sea necesario hasta que aparezca turbidez. En ese momento
anotar la temperatura.

Dejar que la temperatura de la disolucién aumente algunos grados con el fin de disolver
el precipitado. Homogeneizar invirtiendo el tubo y enfriar. El enfriamiento debe ser lento y las
agitaciones mas frecuentes a medida que la temperatura se aproxima a la apuntada en el
ensayo anterior. La temperatura que servira para fijar el indice de Bellier sera la
correspondiente a la reaparicion de la turbidez.

32(a).5 Calculo.

indice de Bellier (acido acético) =t °C
32(a).6 Observaciones.
Los resultados de dos determinaciones paralelas no deben variar en mas de 0,25 °C.
32(a).7 Referencias.

1. Bellier.—Copt. Rend. Congr., Intern. Chim. Appl. 1896. 4, 311.
2. Marcille, R.—Ann. Chim. Anal. Chim. Appl. 1939. 21, 311.
3. Consejo Oleicola Internacional, 1957.

32(b). INDICE DE BELLIER

(Método acido clorhidrico)
32(b).1 Principio.
Como 32(a).1.
32(b).2 Material y aparatos.
Como 32(a).2.
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32(b).3 Reactivos.

32(b).3.1 Solucion hidro-alcohdlica de hidréxido potasico. Disolver 10 g de KOH en 100
ml de etanol.

32(b).3.2 Disolucion de alcohol etilico; titulo 70° (utilizar etanol puro indiferente a los
hidréxidos alcalinos).

32(b).3.3 Solucion de acido clorhidrico (d = 1,16). Diluir 83 ml de acido clorhidrico
concentrado (d = 1,19) a 100 ml de agua.

32(b).4 Procedimiento.

Como en 32(a).4, excepto que se saponificara con solucion alcalina 32(b).3.1, y se
emplearan 0,8 ml de disolucién acida 32(b).3.3, en lugar de los 1,5 ml de disolucion de acido
acetico.

32(b).5 Calculo.

indice de Bellier (método acido clorhidrico) = t °C
32(b).6 Referencias.

1. J. Assoc. Offic. Agr., 28, 293 (1945); 32, 363 (1949).
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.009.

33. RECONOCIMIENTO DE ACEITE DE ORUJO DE ACEITUNA

(Bellier-Marcille)
33.1 Principio.

Este método se emplea para detectar la presencia de aceite de orujo de aceituna en
mezcla con aceites de oliva.

33.2 Material y aparatos.

33.2.1 Matraz de 100 ml provisto de refrigerante de reflujo, con cierres esmerilados.
33.2.2 Pipeta de 5 ml graduada en décimas de grado.

33.2.3 Pipeta de 5 ml.

33.2.4 Probeta de 50 ml.

33.2.5 Bloque de calefaccion que permita mantener el matraz a unos 80 °C.

33.2.6 Termdédmetro de 0 °C a 60 °C, graduado en décimas.

33.3 Reactivos.
33.3(1,2y3).Comoen32.3(1,2y 3).
33.4 Procedimiento.

Preparar la muestra como en 32.4.

Verter en el matraz 1 g aproximadamente de aceite. Agregar 5 ml de disolucion
alcohdlica de hidroxido potasico. Ajustar el refrigerante y mantener a ebullicion durante diez
minutos, agitando de cuando en cuando, dejar enfriar hasta la temperatura ambiente,
agregar 1,5 ml de disolucién de acido acético y 50 ml de etanol de 70°, calentando
previamente a 50 °C. Mezclar mediante agitacion, introducir el termémetro y dejar enfriar,
observando el aspecto de la disolucion cuando alcance la temperatura de 45 °C. Si se forma
un precipitado floconoso a temperatura superior a 40r C, el ensayo es positivo.

Dejar enfriar a temperatura ambiente (no inferior a 18 °C) durante 12 horas, como
minimo. Observar de nuevo la disolucion: La formacién de un precipitado floconoso, flotando
en el centro del liquido, indica que la reaccién es positiva. Una turbidez no resuelta en copos
no indica la presencia de aceite de orujo.

33.5 Expresion de los resultados.

Positivo o negativo.
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33.6 Observacion.

Excepcionalmente, puede suceder que algunos aceites de oliva virgenes, de segunda
presion, den un resultado positivo.

33.7 Referencias.

1. Bellier.—Compt. Rend. Congr. Inter. Chim. Appl. 1896, 4, 311.
2. Marcille, R.—Ann. Chim. Anal. Chim. Appl. 1939, 21, 311.
3. Consejo Oleicola Internacional, 1957.

34. DETERMINACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE LOS ACIDOS GRASOS
SITUADOS EN LA POSICION B DE LOS TRIGLICERIDOS

34.1 Principio.

El procedimiento se basa en someter la muestra de grasa neutra, previamente purificada
mediante tratamiento con alumina activada, a una hidrdlisis bajo la accién de la lipasa
pancreatica, que actia selectivamente sobre los radiales acilo situados en la posicién a de
los triglicéridos, con una acumulacion de B-monoglicéridos inalterados.

Se separan estos B-monoglicéridos por cromatografia en capa fina de gel de silice,
efectuandose el analisis cualitativo y cuantitativo de los acidos por cromatografia en fase
gaseosa de sus ésteres metilicos.

Es aplicable a los aceites y grasas comestibles que se encuentran normalmente en el
comercio tanto al estado bruto como refinados.

Es utilizable, con reserva, en grasas que contengan acidos con funciones oxigenadas o
de cadena no lineales, cuyo comportamiento ante la lipasa ha de ser previamente
investigado.

34.2 Material y aparatos.

34.2.1 Tubo para cromatografia, el cual consta de dos partes: La parte superior tiene un
diametro interior de 35 mm, y la parte inferior, un diametro interior de 10 mm. Cada una de
estas partes tiene una longitud de 23 cm, lo que da al tubo cromatogréafico una longitud total
de 46 cm. La mitad inferior tiene, en su extremidad, una estrangulacion o el dispositivo
conveniente para retener el tapon de algodén o lana de vidrio que ha de servir de soporte al
absorbente; o bien, una placa filtrante de vidrio de porosidad 2.

34.2.2 Filtro de vidrio Jena 11 G2 u otro equivalente.

34.2.3 Matraz redondo de fondo plano y boca esmerilada, de 100 ml de capacidad.

34.2.4 Ampolla de extracciéon de 500 ml.

34.2.5 Vasito de vidrio, cilindrico de fondo plano y boca esmerilada, con las siguientes
dimensiones aproximadas: 18 milimetros &; 60 mm de altura total, incluida la boca,
constituida por un cono esmerilado, normalizado, con una altura de 10 milimetros; ira
provisto de tapon de teflon, aunque puede sustituirse por tapdén de vidrio.

34.2.6 Pipetas de 0,2-0,5-1 y 2 ml de capacidad.

34.2.7 Vibrador en el cual pueda agitarse fuertemente el vaso descrito en 34.2.5; debe
dar, aproximadamente, unas 50 vibraciones por segundo.

34.2.8 Equipo de cromatografia en capa fina; placas de gel de silice G de 20 x 20 cm
y 0,25 mm de espesor y cubeta para el desarrollo de dichas placas.

34.2.9 Matraz de 50 ml de forma analoga a un matraz aforado con cuello de 10 mm &
exterior y boca esmerilada, cono normalizado 12/21.

34.2.10 Embudo de vidrio soplado.

34.2.11 Varilla de reflujo, provista de cono esmerilado macho 12/21.

34.2.12 Medidor de pH de lectura directa. En el caso de operar con indicador interno
segun se indica en 34.5.1, puede prescindirse de este aparato, aunque es preferible su
utilizacion.

34.2.13 Termostato de agua que permita mantener una constancia de temperatura
+ 0,5 °C.

34.2.14 Bureta de 5 ml con divisiones de 1/20 ml, y bureta de 25 ml graduada en
décimas.

34.2.15 Vaso de 50 ml de capacidad.
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34.2.16 Agitador pequeio de hélice.
34.2.17 Cronémetro.

34.3 Reactivos.

34.3.1 Alumina activada, para cromatografia, actividad | segun Brockman. Un tipo de
alimina que da muy buenos resultados es el «oxido de aluminio FLUKA para
cromatografiay, tipo 507C neutro.

34.3.2 Etanol de 96° exento de aldehidos.

34.3.3 Disoluciéon de hidroxido sodico 2N. Disolver 100 g de hidroxido sodico en lentejas,
calidad R. A., en agua destilada, recientemente hervida, completando el volumen
hasta 1.000 mililitros.

34.3.4 Lipasa pancreatica de cerdo, cuya actividad esté comprendida entre 0,8 y 2
unidades lipasicas por mg.

34.3.5 Disolucion acuosa de Tris (hidroximetil) —amino-metano 1 M— ajustada a pH = 8
con acido clorhidrico 6N.

34.3.6 Disolucion acuosa de cloruro calcico al 22 por 100.

34.3.7 Disolucion acuosa de colato sédico al 0,1 por 100.

34.3.8 Acido clorhidrico, aproximadamente 6 N.

34.3.9 Eter etilico.

34.3.10 Eter de petréleo, o hexano normal.

34.3.11 Mezcla de éter de petroleo-éter etilico, en la proporcion de 2 a 1, a la cual se
adiciona 1,6 por 100 de acido férmico (aproximadamente de 98 por 100).

34.3.12 Disolucion de metilato sédico en metanol. Disolver sodio en metanol, con las
precauciones habituales en la cuantia necesaria para obtener una concentracion 0,2 M.

34.3.13 Disolucion de CIH gaseoso en metanol aproximadamente al 4 por 100.

34.3.14 Disolucion acuosa saturada de cloruro sodico.

34.3.15 Suspensién de goma arabiga al 10 por 100 en agua.

34.3.16 Disolucion acuosa de colato sédico al 20 por 100.

34.3.17 Hidréxido sédico 0,1 N.

34.3.18 Disolucion acuosa de rojo cresol al 1 por 100.

34.3.19 Aceite de oliva neutralizado.

34.3.20 Fenolftaleina al 1 por 100 en metanol.

34.3.21 Acetona o cloroformo, calidad para analisis.

34.4 Procedimiento.

Preparacién de la lipasa pancreatica: Aunque este producto puede adquirirse en el
mercado, damos a continuacion un método para su preparacion: 5 kg de pancreas frescos
de cerdo, se enfrian a 0 °C; se liberan de la grasa sdlida y del tejido conjuntivo que los
rodean, y se trituran en un molino de cuchillas hasta obtener una pasta fluida. Esta pasta se
agita en frio, durante 4-6 horas, con 2,5 litros de acetona anhidra y después se centrifuga. El
residuo se extrae otras tres veces con el mismo volumen de acetona, dos veces con una
mezcla de acetona-éter etilico (1:1) y dos veces con éter etilico. El producto se seca
durante 48 horas al vacio, obteniéndose un polvo estable que debe conservarse en
refrigerador.

Valoracion de la actividad lipolitica del polvo de lipasa: Se prepara una emulsion de
aceite de oliva agitando, en un mezclador adecuado durante unos 10 minutos, una mezcla
constituida por 165 ml de suspension de goma arabiga al 10 por 100; 15 g de hielo picado en
trozos finos; y 20 ml de aceite de oliva, previamente neutralizado.

Diez ml de la emulsién anterior se introducen en un vaso de 50 ml. Se afaden 0,3 ml de
disolucion de colato sédico al 20 por 100 y 20 ml de agua destilada.

Se coloca el vaso en el termostato, regulado a 37 °C, y se introducen los electrodos de
un medidor de pH y un agitador de hélice (34.5.1).

Con la bureta de 5 ml se ahade, gota a gota, disolucion de hidréxido sédico 0,1 N hasta
conseguir un pH de 8,5. Se anade un volumen conveniente de suspension de polvo de lipasa
en agua, segun se indica en el parrafo siguiente y, tan pronto como el medidor de pH acuse
un pH de 8,3, se pone en marcha el cronémetro y se va afadiendo la disolucién de hidroxido
sddico 0,1 N, al ritmo necesario para mantener constante el valor 8,3 de pH, anotando cada
minuto el volumen de disolucién alcalina consumida que acusa la bureta.
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Los datos obtenidos se llevan a un sistema de ejes coordenados, marcando, en
abscisas, los tiempos y, en ordenadas, los mililitros de disolucion alcalina consumida para
mantener el pH constante; debe obtenerse una gréfica lineal.

La suspensioén de lipasa a que se alude en el parrafo anterior, se prepara al 0,1 por 100
en agua, tomando para cada ensayo la cantidad necesaria para que en 4 6 5 minutos se
consuma alrededor de 1 ml de disolucién alcalina. Normalmente se consigue este resultado
con 1 a 5 mg de polvo.

La unidad lipasica se define como la cantidad de enzima que libera 10/u-equiv, de acido
por minuto. La actividad del polvo utilizado, medida en unidades lipasicas por mg, se calcula
por la férmula:

V =10

A="%

A = actividad en unidades lipasicas por mg

V = ml de disolucion de hidréxido sédico 0,1 N, consumidos por minuto, calculados a
partir de la grafica.

P = peso tomado de polvo, expresado en mg.

La lipasa utilizada ha de tener una actividad comprendida entre 0,8 y 2 unidades
lipasicas por miligramo.

Preparacién de la muestra. Si la grasa tuviera una acidez libre igual o inferior a 3
por 100, se sometera directamente a la purificacion en columna de alumina, segun se
describe mas adelante.

Si la grasa tuviese una acidez superior al 3 por 100 se sometera a una neutralizacion
alcalina en hexano, segun se describe mas adelante, y la grasa neutra obtenida se purificara
en columna de alimina siguiendo el procedimiento descrito a continuacion:

Purificacion con alumina: Se toman 15 g de alumina activada y se disponen en el tubo
cromatografico (34.2.1), alojandose en la mitad inferior de diametro mas estrecho,
pudiéndose efectuar el llenado en seco o en humedo, utilizando para ello el disolvente que
se disponga para el desarrollo, bien sea el éter de petrdleo o el hexano. Una vez preparada
la columna, se vierten 5 g de muestra, pesada con exactitud del centigramo y disuelta en 50
ml de éter de petrdéleo o hexano (34.5.2).

La disolucién oleosa que pasa por la columna se filtra a través del filtro de vidrio (34.2.2)
previamente desecado en estufa a 105 °C.

La disolucion filtrada se recoge en un matracito redondo de unos 100 ml y se destila el
disolvente al vacio, operando a una temperatura no superior a 30 °C. Para esta operacion
resulta muy ventajosa la utilizacion de un evaporador rotatorio (34.5.3).

El aceite obtenido, libre de disolvente, se utilizara para la hidrélisis por la lipasa
pancreatica, segun se describe mas adelante.

Neutralizaciéon con hidroxido sédico en hexano. En una ampolla de extraccion de 500 ml
se introducen unos 20 g de muestra, 100 ml de hexano, 50 ml de etanol, una gota de
disolucion alcohdlica de fenolftaleina al 1 por 100, y el volumen de disolucién de hidroxido
sodico 2N, correspondiente a la acidez libre de la muestra, medido con pipeta o bureta
graduada en décimas de milimetro (34.5.4).

Se agita la mezcla enérgicamente; se agregan 50 ml de agua destilada, se agita
nuevamente y se deja en reposo hasta que la mezcla se separe en dos capas bien definidas.

Se extrae por la llave la capa hidroalcohdlica inferior conteniendo los jabones.

La disolucién de hexano conteniendo la grasa neutra se lava con porciones sucesivas
de 25 ml de una mezcla de etanol de 96° y agua destilada 1:1 (v/v), hasta que el liquido de
lavado no coloree en rosa a la fenolftaleina.

La disolucion en hexano, libre de jabones, se deseca agregando 3-4 gramos de sulfato
sodico anhidro; y se evapora el disolvente en evaporador rotatorio al vacio, o mediante una
corriente de nitrdgeno seco (pureza minima 98 por 100). En todo caso, no debe calentarse
por encima de 30 °C.

Hidrdlisis por la lipasa pancreatica. A 100 mg de la muestra de grasa, preparada como
se ha indicado anteriormente (ver 34.5.5), pesados en el vasito descrito en 34.2.5, se
anaden 20 miligramos de polvo de lipasa y 2 ml de la disolucion 34.3.5. Se agita suavemente
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y se afiaden 0,2 ml de disolucion de cloruro calcico al 22 por 100 y 0,5 ml de disolucién de
colato sddico al 0,1 por 100.

Se coloca el vasito, durante 1 minuto, en un bafio a 40 °C. Se tapa y se agita
fuertemente en el vibrador durante 2 minutos. Al cabo de este tiempo, se anade 1 ml de
acido clorhidrico 6N y 2 ml de éter etilico; se tapa y se agita con la mano. Se deja en reposo
hasta que se separe la capa superior de éter etilico. Si se forma una emulsién, se rompe
invirtiendo el tubo varias veces con suavidad.

Separacion de los monoglicéridos por cromatografia en capa fina. Con ayuda de una
jeringa adecuada, se coloca la mayor parte de la disolucion etérea decantada en la parte
inferior de una placa de gel de silice de 20 x 20 cm, depositando las gotas de una forma
regular en una linea horizontal situada a unos 15 mm del extremo inferior, dejando libre
unos 10 mm en cada extremo. Una vez depositada la disolucion, se introduce la placa en la
cubeta, conteniendo el disolvente descrito en 34.3.11 en la cuantia necesaria para que la
superficie quede unos 5 mm por debajo del producto depositado.

Cuando el frente del disolvente haya recorrido unos 15 centimetros, se saca la placa de
la cubeta y se deja evaporar al aire el disolvente.

Observando la placa contra la luz de una ventana, se pueden ver perfectamente las
bandas correspondientes a los productos formados en la liposis. La banda situada
inmediatamente por encima de la posicién original esta constituida por los B-monoglicéridos.
Con ayuda de una pequena espatula, se raspa, recogiendo el polvo de silice en un pequefio
embudo de vastago ancho, colocado sobre el matraz de metilacion (34.2.9).

Preparacién de los ésteres metilicos Al matraz conteniendo la silice raspada de la placa
se agregan 10 ml de la disolucion de metilato sodico (34.3.12), se coloca la varilla de reflujo,
y se hierve durante 5 minutos.

Se aflade una gota de fenolftaleina en metanol al 1 por 100 y, seguidamente, disolucion
de clorhidrico en metanol (34.3.15) gota a gota, hasta decoloracién del indicador. Se hierve a
re-flujo otros 5 minutos. Se deja enfriar afladiendo 1 ml de hexano o de éter de petroleo
(34.3.10) y disolucién acuosa saturada de cloruro sédico hasta que el hexano se situe en el
cuello estrecho del matraz. Se agita fuertemente y se deja reposar. En pocos minutos se
separa la disolucion hexanica de los ésteres metilicos, que queda limpia y transparente en el
cuello del matraz; pasandose, seguidamente, a inyectar esta disolucién en el cromatografo
para la determinacion cualitativa y cuantitativa de los acidos grasos.

Cromatografia en fase gaseosa de los ésteres metilicos. Los ésteres metilicos se
determinan a continuacion segun el método numero 41 —determinacion de acidos grasos por
cromatografia en fase gaseosa— de los métodos oficiales de analisis de aceites y grasas.

34.5 Observaciones.

34.5.1 Si no se dispone de medidor de pH, puede utilizarse para su regulacion en el
medio reaccionante, el rojo cresol como indicador interno.

Para ello, al colocar el vaso en el termostato, segun se indica en 34.4, se agregan 5
gotas de disolucién acuosa al 1 por 100 del indicador (34.3.18) y se adiciona la
disolucion 0,1 N de hidréxido sodico, manteniendo una coloracidn rosa-violeta que
corresponde, aproximadamente, a un pH de 8,3.

34.5.2 Con algunos aceites extraidos con disolventes, al efectuar la disolucién en éter de
petréleo o hexano puede formarse una turbidez que, si fuese muy intensa, podria perturbar
el proceso cromatografico de purificacion. En estos casos, resulta aconsejable filtrar o
centrifugar la disolucién turbia, separando el sedimento y operando con la disolucién
transparente.

34.5.3 Si no se dispone de evaporador rotatorio, la eliminacion del disolvente se puede
realizar con analoga rapidez y eficacia, haciendo pasar por el interior del matraz una
corriente de nitrégeno puro 98 por 100), calentando en bafo de agua a temperatura que no
exceda de 30 °C.

34.5.4 Teniendo en cuenta que se han tomado 20 g de muestra por cada 1 por 100 de
acidez libre de oleico, se debera adicionar 0,36 ml de la disolucion de hidréxido sédico 2N. Si
la fenolftaleina no acusase reaccién alcalina, debera adicionarse mas disolucién gota a gota,
y agitando después de cada adicion, hasta conseguir el viraje del indicador.

34.5.5 Con aceites comestibles de buena calidad aparente, y acidez reducida <3
por 100) en operaciones de rutina, se puede omitir el tratamiento previo de purificaciéon con
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alumina, ya que, en la inmensa mayoria de los casos, esta purificacion no es necesaria. Sin
embargo, como norma general, este tratamiento debe considerarse como necesario, y
cualquier valor anormal obtenido efectuando una lipolisis directa no debera ser aceptado sin
confirmarlo previamente, con la grasa sometida al proceso de purificacion.

34.6 Referencia.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espanola 55.079.
35. RECONOCIMIENTO DEL ACEITE DE ORUJO DE ACEITUNA

(Prueba de Vizern)
35.1 Principio.

Este método tiene por objeto la identificacion del aceite extraido por disolventes de los
orujos grasos de aceituna.

Se aplica para determinar la pureza de los aceites de oliva virgenes y refinados. En
presencia de otros aceites, su aplicacién e interpretacion de resultados debe ser
discrecional.

35.2 Material y aparatos.

35.2.(1,2,3y4)Como 22.2. (1, 2,3y 4).

35.2.5 Matraz erlenmeyer de 100 ml, con boca esmerilada, provisto de refrigerante de
reflujo de aire, constituido por un tubo de 80 a 100 cm de longitud aproximadamente.

35.2.6 Tubo de ensayo de paredes gruesas, con dimensiones aproximadas de 160 mm
de altura y 30 mm de diametro interior.

35.2.7 Probeta de 10 ml.

35.3 Reactivos.

35.3.(1,2,3,4,5y6) Como 22.3. (1,2, 3,4,5y 6).

35.3.7 Alcohol etilico de 85 por 100 en volumen. Diluir 885 mililitros de etanol de 96°
hasta 1.000 ml con agua destilada. La densidad sera 0,8520. Comprobar con un
alcohémetro.

35.4 Procedimiento.

Extraer el insaponificado de 5 g de aceite como en 22(a), empleando éter de petréleo.

La totalidad del insaponificable aislado recogido en el matraz de 100 ml se disuelve
en 10 ml de etanol de 85°, en caliente con refrigerante de reflujo.

La disolucién alcohdlica se transvasa al tubo de ensayo 35.2.6 y se enjuaga el matraz
con otros 10 ml de etanol de 85°, que se incorporan también al tubo de ensayo. Se
homogeneiza la mezcla y se enfria a unos 25 °C; dejandolo en reposo durante una hora, a
temperatura entre 20-25 °C. Observar al cabo de la hora.

La formacién de un precipitado floconoso, que se deposita en el fondo del tubo, en forma
de copos, acusa la presencia de aceite de orujo. Un precipitado mas dividido o pulverulento,
no resuelto en copos, no puede interpretarse como positivo, siendo muchos los aceites de
oliva de presion que originan estos precipitados.

35.5 Expresion de los resultados.
Positivo o negativo.
35.6 Referencia.

1. M. Vizern. Ann. Fals. Fraud. 1953. 31.
36. TETRABROMUROS

(Prueba de Vizern-Guillot)
36.1 Principio.
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Esta fundamentada en la insolubilidad de los derivados tetrabromados de los acidos
grasos en éter de petréleo, en las condiciones especificadas en la prueba.

Se aplica al reconocimiento de aceites semisecantes en aceites de oliva.

La sensibilidad es del 5 por 100 para el aceite de soja y del 10 por 100 para los demas
aceites.

36.2 Material y aparatos.

36.2.1 Tubo de vidrio con tapén esmerilado de aproximadamente 20 mm de diametro
y 180 mm de largo.

36.3 Reactivos.

36.3.1 Eter de petréleo (p. e. 40-70 °C) exento de productos reaccionables con los
halégenos.

36.3.2 Bromo para analisis, exento de cloro.

36.3.3 Reactivo de bromacion. Agregar gota a gota y agitando continuamente 4 ml de
bromo a 100 ml de éter de petrdleo, enfriado previamente a 0 °C. Conservar el reactivo en
hielo fundente hasta el momento del ensayo.

36.4 Procedimiento.

Filtrar el aceite a ensayar que debe estar totalmente exento de humedad.

En el tubo de ensayo, desecado, introducir 1 ml de aceite seco Yy filtrado, disolverlo en 10
ml de éter de petréleo. Mantenerlo durante 5 minutos en hielo fundente, con el tubo cerrado.
Agregar en pequefias adiciones 10 ml de reactivo de bromacion, agitar ligeramente y
mantener el conjunto durante una hora en hielo fundente, al cabo de dicho tiempo el color de
la disolucién debe indicar la permanencia de exceso de bromo.

Observar el aspecto de la disolucion. La presencia de aceite semisecante se acusa por
la formacion de un precipitado mas o menos intenso, segun la composicion del aceite y su
contenido en la mezcla, los aceites de oliva puros daran un ensayo limpio y transparente.

36.5 Expresion de los resultados.
Positivo o negativo.

36.6 Referencia.

1. M. Vizern. Ann. Fals. Fraud. 1953. 31.

37. MODIFICACION SYNODINOS-KONSTAS

(Prueba de Hauchecorne)
37.1 Principio.

Se hace actuar el acido nitrico concentrado sobre el aceite, el cual reacciona con
productos de oxidacion originados en las materias grasas parcialmente alteradas, hayan sido
sometidas o no a un proceso de transformacion industrial.

Es aplicable solamente a aceites de oliva «virgenes» y refinados o a sus mezclas,
pudiéndose obtener una coloracion no satisfactoria en aceites no adulterados, cuya calidad
deficiente o su conservacion inadecuada sea responsable de la respuesta obtenida en el
ensayo.

37.2 Material y aparatos.

37.2.1 Frascos de unos 50 ml de capacidad con tapén esmerilado
37.2.2 Probeta graduada con tapén esmerilado de 25 ml.

37.2.3 Embudo de 6 cm de diametro.

37.2.4 Probeta graduada de 30 ml.

37.2.5 Papel de filtro corriente.

37.3 Reactivos.

37.3.1 Tierra decolorante para aceites de elevada actividad.
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37.3.2 Acido nitrico, para analisis, densidad 1,40.
37.4 Procedimiento.

Medir, con la probeta graduada, 30 ml de aceite de la muestra y verter en el frasco de 50
ml. Pesar 3 g de tierra decolorante y agregarlos al frasco, agitandose fuertemente durante 30
segundos.

El producto tratado con tierra se filtra, por filtro de pliegues, recogiéndose 10 ml en la
probeta de tapon. Si se dispusiere de centrifuga, seria preferible centrifugar realizandose la
operaciéon en menos tiempo y con mas eficacia.

Agregar, al aceite contenido en la probeta, 10 ml de &cido nitrico (d = 1,40) y agitar
durante unos 30 segundos, dejandose reposar seguidamente y observandose el color
desarrollado en la capa superior oleosa (ver 4.6).

37.5 Expresién de los resultados.

El aceite de oliva «virgen» de caracteristicas normales y bien conservado, produce una
coloracion amarilla clara.

Los aceites de oliva refinados, procedentes de un «lampante» de buena calidad, suelen
dar un color amarillo sucio que, frecuentemente, se acerca al amarillo tostado.

Los aceites de orujo refinados y, en general, los aceites de calidad deficiente, tanto
«virgenes» como refinados o las mezclas de ambos, dan una coloracién marrén,
obteniéndose una respuesta analoga con los aceites esterificados.

Los aceites de semillas refinados dan coloraciones muy diversas que no pueden
considerarse como especificas para cada uno, pero que, sin embargo, un operador experto
en la aplicacion de la prueba los diferencia perfectamente de las coloraciones atribuibles a
los aceites de oliva.

37.6 Observaciones.

37.6.1 El tiempo de desarrollo de estas coloraciones es muy variable. Generalmente se
puede observar a los 2 6 3 minutos de haberse separado la capa oleosa de la capa acida,
pero no se debe dar el dictamen definitivo hasta observar la coloracion transcurridos unos 15
minutos de reposo.

37.7 Referencia.

1 Instituto de Racionalizacién del Trabajo. Una Norma Espaiiola 55.053.
38. RECONOCIMIENTO DEL ACEITE DE ALGODON

(Reaccion de Halphen)
38.1 Principio.

Este método detecta cualitativamente el aceite de algodén en mezcla con otros aceites o
grasas vegetales o animales.

Puede considerarse especifica del aceite de algodén, excepto en presencia de aceites
de Kapok y de grasas procedentes de animales que hayan sido alimentados con harina de
semilla de algoddn o alguna materia que contenga acidos ciclopropenoides; en ambos casos
habra que realizar pruebas discriminatorias.

38.2 Material y aparatos.

38.2.1 Tubos de ensayo de dimensiones 250 x 25 mm aproximadamente.

38.2.2 Baio de agua caliente con temperatura regulable

38.2.3 Bano de aceite o bloque de calefaccién adecuado para los tubos de ensayo que
han de ser utilizados, regulables a una temperatura de 110-115 °C. En lugar de aceite puede
emplearse una disolucion acuosa saturada de cloruro sédico.

38.3 Reactivos.

38.3.1 Preparar una disolucién de azufre en bisulfuro de carbono al 1 por 100 y afadir un
volumen igual de alcohol amilico.
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38.4 Procedimiento.

Tomar en un tubo de ensayo de 10 ml de aceite muestra y agregar un volumen igual de
reactivo. Agitar y calentar en un bafio de agua a 70-80 °C durante unos cuantos minutos,
agitando de cuando en cuando, hasta que el bisulfuro de carbono comience a hervir y la
muestra comience a desprender vapores.

Colocar el tubo en un bafio regulado a 110-115 °C durante 1-2 horas. La presencia de
aceite de algodoén se acusa por el desarrollo de un color rojo mas o menos intenso; los
aceites refinados suelen dar color rosa. En el caso de débiles contenidos de aceite de
algodoén por bajo del limite de sensibilidad del ensayo, el liquido toma color amairillo.

38.5 Expresion de resultados.
Positiva o negativa.
38.6 Observaciones.

38.6.1 La estructura del ciclopropeno responsable del desarrollo del color se destruye
por calefaccion, y a 200 °C la destruccion es practicamente completa. Por tanto, los aceites
refinados suelen dar, a lo sumo, una reaccién débil y frecuentemente dan resultado negativo.
Del mismo modo, la hidrogenacion y los tratamientos con acidos u otros agentes quimicos
reducen la intensidad y pueden anularla por completo.

38.6.2 Diferentes lotes de aceite de algodon pueden reaccionar con intensidades
diferentes. La intensidad del color no puede tomarse como indice del contenido en aceite de
algodon.

38.7 Referencias.

1. J. Pharm. Chim. 1897. 6, 390.
2. Analyst. 1897. 22, 396
3. American Oil Chemists' Society. Official and Tentative Methods. Cb. 1-25.

39. RECONOCIMIENTO DEL ACEITE DE SEMILLA DE TE EN ACEITE DE OLIVA

(Reaccion de Fitelson)
39.1 Principio.

Este método, es aplicable solamente a la identificacion de aceite de semilla de té en
mezcla con aceite de oliva.

39.2 Material y aparatos.

39.2.1 Tubos de ensayo con dimensiones aproximadas de 150 x 15 mm.

39.2.2 Pipeta de 1,5 ml, graduada en décimas.

39.2.3 Pipeta cuentagotas, con orificio de salida de, aproximadamente, 2 mm de
didametro, calibrado de tal forma que siete gotas de aceite pesen, aproximadamente, 0,22 g.

39.3 Reactivos.

39.3.1 Cloroformo, reactivo analisis.

39.3.2 Acido sulfurico, reactivo analisis, d = 1,84.
39.3.3 Anhidrido acético, reactivo analisis.
39.3.4 Eter etilico anhidro, reactivo andlisis.

39.4 Procedimiento.

Colocar en un tubo de ensayo, medidos con pipeta, 0,8 ml de anhidrido acético, 1,5 ml
de cloroformo y 0,2 ml de acido sulfurico. Mezclar y enfriar en un bafio de agua con hielo a
°C.

Anadir con la pipeta cuentagotas 0,22 g de la muestra de aceite. Si aparece turbidez,
anadir anhidrido acético, gota a gota, agitando después de cada adicién hasta que
desaparezca. Mantener a 5 °C durante 5 minutos.
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Afadir 10 ml de éter etilico, previamente enfriado a 5 °C, tapar el tubo de ensayo con un
corcho y mezclar inmediatamente invirtiendo el tubo dos veces. Colocar nuevamente el tubo
en el bafo de agua-hielo y observar el color.

El aceite de semilla de té puro da una coloracion roja intensa, alcanza un maximo y
seguidamente desaparece.

39.5 Expresion de resultados.
Positiva o negativa.
39.6 Observaciones.

39.6.1 Muchas muestras genuinas de aceite de oliva dan coloraciones rosa de una
intensidad comparable a un contenido de aceite de semilla de té del 10 por 100 o mas. Por
consiguiente, coloraciones rosadas débiles en muestras presentadas como aceite de oliva
puro no pueden ser atribuidas a la presencia de aceite de semilla de té.

39.6.2 Algunas muestras de aceite de oliva, especialmente de calidad refinable o tipos
industriales muestran una coloracion oscura que tiende a enmascarar el color rojo
caracteristico de la reaccion. Para evitar este inconveniente, proceder como sigue:
Saponificar una mezcla de 5 g de la muestra y 5 g de parafina liquida blanca, utilizando un
exceso de hidréxido potasico en disolucion alcohdlica (aproximadamente 5 ml de hidroxido
potasico al 50 por 100 diluido con 30 ml de alcohol etilico). Una ebullicibn mantenida
durante 10-15 minutos es generalmente suficiente. Pasar la disolucion del producto
saponificado a una ampolla de decantacién y anadir un volumen igual de agua destilada,
mezclar y dejar que decante, separandose en dos capas. Separar la capa inferior constituida
por la disolucidon jabonosa. Lavar la capa oleosa varias veces con agua destilada con el fin
de eliminar los restos de jabon. Secar el producto una vez lavado, afiadiendo sulfato sodico
anhidro y dejar en reposo durante unos minutos. Filtrar y operar como se indica en 39.4.

39.6.3 Es aconsejable trabajar simultaneamente y en forma idéntica con muestras
especialmente preparadas que sirvan como patrones de comparacion.

39.7 Referencias.

1. J. Assoc. Offic. Agr. Chem. 1936. 19, 493-97.
2. American Oil Chemists' Society. Official and Tentative Methods. Cb. 3-39.

40. RECONOCIMIENTO DEL ACEITE DE SESAMO

(Reaccion de Pavolini)
40.1 Principio.

Este método tiene por objeto el reconocimiento del aceite de sésamo en mezcla con
otros aceites y grasas comestibles.

Es aplicable aunque el aceite de sésamo se haya sometido a un proceso de refinacion
alcalina, o hidrogenacion parcial para la preparacion de «shortenings» o margarinas.

40.2 Material y aparatos.

40.2.1 Tubo de ensayo de 20 x 110 mm de diametro interior y longitud, respectivamente,
con tapon esmerilado y llave de salida de vidrio en su parte inferior. Debe llevar una marca
indicando los volumenes de 10 mly 15 ml.

40.2.2 Soporte para mantener el tubo anterior en posicion vertical.

40.2.3 Capsula de porcelana, fondo plano, de unos 60 mm de diametro.

40.3 Reactivos.

40.3.1 Acido sulfurico concentrado (d = 1,84).

40.3.2 Disolucion de 0,35 ml de furfurol, recientemente destilado, en un litro de anhidrido
acético. Esta disolucion debe guardarse en frascos oscuros, de tapén esmerilado,
preferiblemente provistos de capuchdén protector, también con ajuste esmerilado.
Manteniendo en debidas condiciones el reactivo, se conserva largo tiempo. No es necesario
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que el anhidrido ascético sea rigurosamente anhidro, pudiéndose tolerar hasta un 5 por 100
de agua.

40.4 Procedimiento.

En el tubo graduado se vierten 10 ml de la muestra de aceite, y seguidamente 5 ml de
reactivo 40.3.2. Agitar durante 1 minuto aproximadamente, colocar el tubo en el soporte y
dejar reposar hasta que se separen las dos capas.

Verter de 1 a 2 ml de la capa inferior a la capsula de porcelana. Agregar 5 6 8 gotas de
acido sulfurico concentrado y mezclar imprimiendo a la capsula un suave movimiento de
rotacion.

Para cantidades de aceite de sésamo superiores al 1 por 100 se desarrolla
inmediatamente una coloracion azul de Prusia oscura, con ligero tinte verdoso. Para
contenidos menores, el color azul va siendo mas débil, aumentando al mismo tiempo el
periodo requerido para el desarrollo completo del color. En mezcla con aceites de oliva y
soja, el limite de deteccion es de 0,25 por 100, acusandose la presencia por la aparicion de
un color gris azulado, que tarda en desarrollarse de 5 a 10 minutos.

40.5 Expresion de resultados.
Positivo o negativo.
40.6 Referencias.

1. Pavolini L. Olii Minerali, Grassi Saponi, Colori Vernici; 12, 41, 1934.
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.068.

41. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA EN FASE
GASEOSA

41.1 Principio.

El método esta basado en la separacién y determinacién cromatografica de los ésteres
metilicos de los acidos grasos.

Es aplicable a las grasas vegetales y animales con acidos grasos de 12 a 24 atomos de
carbono No es aplicable para la determinacién de acidos grasos oxidados y epoxiacidos.

41.2 Material y aparatos.

41.2.1 Matraz redondo, fondo plano, de 100 ml, boca esmerilada.

41.2.2 Refrigerante de reflujo, adaptable al matraz anterior.

41.2.3 Ampollas de decantacion de 500 ml.

41.2.4 Matraz redondo, fondo plano, de 200 ml.

41.2.5 Cromatografo apto para separar los esteres metilicos, provisto de horno con
regulacion de temperatura hasta 250-300 °C, e inyector susceptible de ser calentado
hasta 50 °C por encima de la temperatura del horno. Detector suficientemente sensible y
aparato registrador continuo.

41.2.6 Botella con nitrégeno a presion; riqueza minima 99,8 por 100.

41.2.7 Columna de acero inoxidable, aluminio, cobre o vidrio de 3-6 mm de diametro
interior, de 2 m de longitud, rellena con Chromosorb P o W (60-80 mallas) o Celite 545
(80-100 mallas), impregnada con 5 por 100 de succinato de polietilenglicol.

41.2.8 Jeringa, de 5 a 10 pl de capacidad.

41.3 Reactivos.

41.3.1 Metanol absoluto, reactivo para analisis.

41.3.2 Sodio metalico, reactivo para analisis.

41.3.3 Disolucién de metilato sédico. Disolver 5 g de sodio metal en 1.000 ml de metanol
absoluto (aprox. 0,2 N).

41.3.4 Eter de petroleo (p. e., 40°-60 °C) o hexano, para cromatografia.

41.3.5 Disolucién de acido clorhidrico anhidro en metanol absoluto al 3-4 por 100.

41.3.6 Cloruro sédico, reactivo para analisis.

41.3.7 Sulfato sédico, reactivo para analisis.

41.3.8 Disolucion de fenolftaleina al 1 por 100 en metanol.
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41.3.9 Disolucién de rojo de metilo al 0,1 por 100 en etanol al 60 por 100
41.3.10 Nitrégeno gas puro (99,8 por 100).

41.4 Procedimiento.

41.4.1 Preparacion de los ésteres metilicos.
41.4.1.1 Aceites y grasas de cualquier acidez e insaponificable no superior al 2 por 100.

a) Pesar 1 g de grasa en matraz de 100 ml. Agregar 25 ml de disolucién de metilato
sodico. Adaptar refrigerante de reflujo y hervir hasta obtener una sola fase;
aproximadamente, 5 minutos. Interrumpir la calefaccion.

b) Agregar al matraz 30 ml de disolucién de acido clorhidrico en metanol. Volver a
calentar a reflujo 5 minutos. Enfriar. ¢/ Extraccion de los ésteres metilicos.

Método rapido. Pasar la disoluciéon obtenida en el matraz a otro de 100 ml con cuello
estrecho y largo. Lavar el primero con 4-5 ml de hexano o heptano y pasarlos al segundo;
calentar éste sin llegar a hervir, imprimiéndole movimiento de rotaciéon durante 1 6 2 minutos.
Agregar disolucion saturada de cloruro sédico en cantidad suficiente para situar la capa de
hexano en el cuello del matraz; dicha capa presentara aspecto limpio y transparente. Tomar
con una pipeta 2 6 3 ml, pasarlos a un recipiente adecuado para su conservacion o inyeccion
directa en el cromatdgrafo.

Método de referencia. Pasar la disolucion contenida en el matraz a una ampolla de
extraccion de 500 ml, lavar aquél con unos 30 ml de éter de petréleo o hexano. Afadir a la
ampolla 123 ml de agua destilada. Agitar fuertemente y dejar reposar. Extraer tres veces
consecutivas la capa inferior con 30 ml de éter o hexano cada vez. Lavar repetidamente los
tres extractos reunida: en una ampolla de extraccion con 15 ml de agua des-rada cada vez,
hasta eliminar completamente el acido, empleando rojo de metilo como indicador. Secar la
disolucion con sulfato sédico anhidro Eliminar el disolvente en bario de agua bajo corriente
de nitrégeno.

41.4.1.2 Aceites y grasas de acidez no superior al 0,3 por 100 en acido oleico.

Omitir la metanolisis en medio &cido. Realizar la metanolisis alcalina segun 41.4.1.1.a) y,
estando aun caliente el matraz, agregar por la parte superior del refrigerante una gota de
disolucion de fenolftaleina y disoluciéon de &cido clorhidrico en metanol en cantidad algo
superior a la necesaria para neutralizar el metilado. Dejar enfriar. Pasar la disolucién a la
ampolla de extraccion. Proceder a la extraccion de los ésteres metilicos segun 41.4.1.1.c).

41.4.1.3 Aceites y grasas de acidez superior al 80 por 100 en acido oleico

Omitir la metanolisis alcalina. Realizar la metanolisis acida, pesando en el matraz 2 g de
muestra, previamente filirada y seca. Agregar 60 ml de la disolucién de acido clorhidrico en
metanol. Proseguir segun 41.4.1.1.b) y 41.4.1.1.c).

41.4.1.4 Aceites y grasas con insaponificable superior al 2 por 100.

Eliminar la materia insaponificable segin el método «Determinacién de la materia
insaponificable». La solucién hidroalcohdlica de jabones resultantes se concentra en
evaporador rotario hasta unos 50 ml. Pasar éstos a una ampolla de extraccion. Acidificar con
acido clorhidrico 2 N hasta reaccion acida al rojo de metilo. Extraer con éter de petréleo o
hexano. Proseguir como en 414 1 3.

41.4.2 Preparacion de la columna.

41.4.2.1 Soporte: En un vaso de 600 ml colocar 100 g de Chromosorb W o P, o
Celita 545, preferentemente el primero, agregar acido clorhidrico al 20 por 100 en cantidad
suficiente hasta cubrir el producto. Dejar en reposo durante 15 horas. Decantar el acido.
Agregar agua destilada, agitando fuertemente, y dejar reposar 5 minutos. Decantar el agua y
volver a cubrir con acido clorhidrico al 20 por 100 y reposar durante 2 horas. Filtrar sobre
embudo de vidrio y lavar con agua destilada hasta neutralidad. Extender seguidamente el
soporte en capa delgada en capsulas de porcelana o cubeta de vidrio. Desecar en estufa
a 110 °C durante 2 horas.

41.4.2.2 Fase estacionaria: Succinato de polietilenglicol comercial.

41.4.2.3 Impregnacion del soporte: Disolver, en capsula de porcelana, 0,5 g de la fase
estacionaria o fija de unos 50 ml de acetona o cloroformo. Afadir 9,5 g de soporte tratado.
Regular el disolvente para obtener una papilla de fluidez adecuada para una buena
homogeneizacion por agitacion. Eliminar el disolvente sobre bafio de agua, removiendo con
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espatula, hasta obtener el producto en forma de polvo suelto. Extenderlo en capa delgada e
introducirlo en estufa a 100 °C durante 2 horas.

41.4.2.4 Llenado de la columna: Introducir el soporte impregnado con fase fija en la
columna, haciéndola vibrar por percusion o con un vibrador magnético, hasta su llenado
total. Es preciso que el material rellene la columna homogéneamente, evitando la formacion
de vias o canales, para que no pierda eficacia. Obturar los extremos con tapén de lana de
vidrio y/o cilindros de malla metalica de cobre.

41.4.3 Condiciones operatorias.

Acoplar al cromatégrafo la columna preparada, o la suministrada por la firma comercial
del aparato.

Regular la temperatura del horno entre 160-170 °C, la camara de inyeccion 50 °C mas
alta que la del horno y el detector 25 °C sobre la de la columna.

Ajustar el flujo de gas portador, en principio del orden de 4 I/hora, y mantenerlo
constante. Acondicionar la nueva columna para la temperatura de operacion, fluyendo gas
portador durante 24 horas o hasta estabilidad. Registrar la linea base para comprobar la
estabilidad del aparato.

Operar con patrones, rectificando las condiciones operatorias a la vista de los resultados
obtenidos, regulando el flujo de gas portador de forma que el linolenato de metilo sea eluido
en 30 minutos, como maximo. Medirlo periédicamente con el medidor de flujo de burbuja de
jabén y otro medio.

Preparar una disolucién de los ésteres metilicos en acetona o hexano de pureza
comprobada. Inyectar de 0,4 a 0,6 pl, con jeringa, descargando y retirando la aguja
rapidamente.

El registro obtenido sera admisible si cumple las siguientes condiciones: a) El area total
de los picos registrados, referida a la sensibilidad maxima utilizada, no sera inferior a 5.000
mm?. De esta forma, los componentes presentes en la cuantia de 0,2 por 100 deberan dar
picos de 10 mm?, como minimo. b) Todos los picos han de caer dentro del papel registrador.

Senalar en el cromatograma el punto de referencia de introduccién de la muestra, los
picos iniciales de salida del aire y la atenuacién de registro de cada pico.

41.4.4 Comprobacién de las condiciones de trabajo del instrumento y de la columna.

Se realiza cromatografiando una muestra de patrones conteniendo aproximadamente
cantidades iguales de estearato y oleato de metilo, inyectando una cantidad de muestra tal
que los picos registrados sean del 25 al 50 por 100 del ancho del papel de registro, y
determinando la resolucién de los dos acidos segun:

... 2D
Resolucion “O+E

D = distancia entre los dos maximos de los picos del oleato estearato.
O = ancho de la base del oleato.
E = ancho de la base del estearato.

Si la resolucion es igual o mayor de 1,0, el instrumento y columna estan en condiciones
de trabajo satisfactorias.

Todas las columnas experimentan con el uso una pérdida gradual de resolucién; cuando
ésta es menor de 1,0, la columna sera reemplazada.

41.5 Calculo.

41.5.1 Identificacidon de los picos. Los ésteres aparecen en orden creciente del numero
de atomos de carbono y de aumento de insaturacién para un mismo ndmero de atomos de
carbono. El palmitico (C4¢) aparece delante de los Cyg, y éstos en el orden oleato (Cg : 1),
linoleato (C4g : 2) y linoleato (C4g : 3); el araquico (Cyq : 0) aparece normalmente después del
(Cqs : 3), pero pueden estar invertidos en algunos casos. Se establecera la identidad para
una columna dada inyectando muestras patrones.

Fijar los tiempos de retencion, medidos en el cromatograma (distancia entre el maximo
de cada pico y la posicién del pico inicial de salida del aire, o del pico de salida del disolvente
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en el caso de detectores de llama de hidrogeno). Compararlos con los obtenidos con las
mezclas patrones.

41.5.2 Determinacion cuantitativa. Se considera que la superficie del triangulo formado
por cada pico y la linea base es proporcional a la cantidad de componente identificado con
dicho pico.

Determinar el area trazando lineas tangentes a los lados de cada pico prolongadas hasta
cortar la linea base. Multiplicar la altura del tridngulo (corregida para la atenuacion
empleada) por la mitad de la base.

Si se ha registrado con atenuacion unica, medir el area multiplicando la altura de] pico
por su ancho a la mitad de la altura.

Sumar las areas de todos los picos y calcular el tanto por ciento correspondiente a cada
pico:

A
% Pi=—-—x 100
2A
P; = tanto por ciento de cada componente en la mezcla.
A1 = area de cada pico.

Normalmente se empleara este criterio y expresion.

41.5.2.1 Factores de correccion. En algunos casos, por no ser lineal la respuesta del
instrumento y por las diferencias en los pesos moleculares, se determinan los factores de
correccidon de cada acido, referidos al acido palmitico, analizando mezclas conocidas de
composicién similar a la mezcla problema.

XAp

f":AIP

fy = factor de correccion del acido.

x = tanto por ciento del acido en la mezcla.

A, = area del pico x.

P = tanto por ciento del &cido palmitico en la mezcla patrén.
A, = area del pico del acido palmitico.

Area corregida del pico x=A.=f xi_:

41.6 Referencias.

1. Jacini y otros. La Rivista Italiana de la Sostanze Grasse. 1963. 108, 40.

2. Firestone, D. Journal Association of Official Agricultura] Chemists. 1963. 46, 1.

3. International Union of Pure and Applied Chemistry Standard Methods for the Analysis
of Qils, Fats and Soaps. 1964. Il. D. 19. Suplemento 5.° ed.

4. Consejo Oleicola Internacional. Métodos de Analisis. 1967.

42. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN MATERIA GRASA DE LOS ALPECHINES
42 .1 Principio.

Se considera materia grasa del alpechin el producto obtenido por extraccion con éter de
petréleo en condiciones determinadas.
El procedimiento es aplicable a toda clase de alpechines, ya sean centrifugados o no.

42.2 Material y aparatos.

42.2.1 Ampollas de extraccion de un litro y litro y medio de capacidad.
42.2.2 Vaso de precipitado de un litro y medio de capacidad.

42.2.3 Matraz redondo, de fondo plano, de 250 ml de capacidad.
42.2.4 Embudo de pico corto de 80 mm de diametro.
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42.3 Reactivos.

42.3.1 Eter de petroleo, para anélisis (ver 42.6.1).

42.3.2 Sulfato sédico anhidro puro. 50 gr de este producto, introducido en un cartucho y
extraido en un Sohxlet con éter de petréleo durante cinco horas, no debe dejar en el matraz,
una vez desecado en estufa a 105°C durante dos horas, un residuo superior a un
centigramo.

42.4 Procedimiento.

Pesar, en el vaso de precipitado de la muestra bien homogeneizada por agitacion, un
kilogramo de alpechin (42.6.2.).

Trasvasar a la ampolla de extraccion de un litro y medio, lavando con pequehas
cantidades de agua destilada, con objeto de arrastrar los restos de alpechin que puedan
quedar en el vaso. Medir 150 ml de éter de petrdleo y verterlos en el vaso de precipitado,
cuidando de que lave bien las paredes y fondo del vaso. Pasar a la ampolla de extraccion y
agitar fuertemente, tomando las precauciones necesarias. Dejar reposar el tiempo suficiente
para que se separen perfectamente la capa de éter de petréleo del alpechin (42.3.3).

Pasar la capa de alpechin al vaso de precipitado. Trasvasar la solucion de éter de
petréleo por la parte superior de la ampolla de extraccion a una segunda ampolla de un litro
de capacidad, en la que se han introducido previamente unos 200 ml de agua destilada,
cuidando de no arrastrar restos de alpechin.

Repetir la extraccion del alpechin dos veces mas, como minimo (ver 42.6.4). Las tres
fracciones de éter de petrdleo reunidas en la segunda ampolla se lavan con agua destilada
por agitacion.

Repetir los lavados, si es necesario, hasta que el agua destilada decantada no presente
coloracion.

Una vez separada el agua del ultimo lavado, se afade una pequefa cantidad de sulfato
sdédico anhidro a la solucién de éter de petroleo, agitando y dejando reposar media hora,
como minimo. Se filtra sobre el matraz de 250 ml, previamente mantenido dos horas en
estufa a 105 °C, enfriado en desecador y tarado, hasta ocupar la mitad del matraz; se destila
el éter volviendo a filtrar otra porcion de éter de petroleo, que se destila seguidamente,
repitiendo sucesivamente estas operaciones hasta agotar la totalidad existente en la
ampolla, que se enjuaga con 206 25 ml de éter de petrdleo, que se adicionan también al
matraz.

Una vez terminada la destilacion, se introduce el matraz en una estufa regulada
a 105 °C, en la que se mantiene durante dos horas. Dejar enfriar en un desecador y pesar
con precision de miligramo.

42.5 Célculos.

El tanto por ciento de grasa se obtendra mediante la férmula:

% de graﬁazﬁxloﬂ
Py

en la que:

P, = peso en gramos del matraz con el aceite.
P1 = peso en gramos del matraz vacio y desecado.
Po = peso en gramos de la muestra de alpechin.

42.6.1 Se puede sustituir el éter de petroleo, sin variacion sensible en los resultados, por
el hexano técnico.

42.6.2 En algunas muestras de alpechin, especialmente los de elevado contenido graso,
resulta practicamente imposible conseguir una homogeneizacion adecuada por simple
agitacion en el recipiente, En estos casos es aconsejable agregar una cantidad aproximada
de 0,1 g de «Tween 80» por litro de muestra, provocandose una emulsion que facilita la
homogeneizacion y toma de una muestra representativa, sin afectar practicamente los
resultados cuantitativos.
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42.6.3 Las emulsiones persistentes que puedan originarse ocasionalmente pueden
hacerse desaparecer afnadiendo pequefas cantidades de alcohol etilico.

42.6.4 En alpechines ricos en materia grasa, es aconsejable realizar mayor niumero de
extracciones.

42.7 Referencia.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Espanola 55.114.

ANEXO Il

Métodos de analisis de cereales y derivados

1. DETERMINACION DEL iNDICE DE MATERIAS CELULOSICAS
1.1 Principio.

Las «materias celulosicas» representan las sustancias no digestibles de origen vegetal
que constituyen el residuo que queda después de un ataque acido en condiciones bien
definidas, con una mezcla de acido acético, acido nitrico y acido tricloroacético. Después de
hervir la muestra con la mezcla de acidos se separa el residuo insoluble, se seca y se
incinera.

El indice de materias celuldsicas se calcula mediante la pérdida de masa en el curso de
la incineracion.

La aproximacion debe ser del 0,1 por 100.

1.2 Material y aparatos.

1.2.1 Molino de laboratorio (se puede emplear cualquier tipo, excepto de bolas).

1.2.2 Matraces coénicos erlenmeyer de 200 6 300 ml de boca normalizada.

1.2.3 Refrigerador de reflujo, de boca normalizada.

1.2.4 Mechero Bunsen.

1.2.5 Tela metalica con amianto o placa de material refractario.

1.2.6 Soporte de tripode o aparato analogo.

1.2.7 Matraz de vacio con tulipa (Kitasato).

1.2.8 Agitadores de vidrio. Un agitador de vidrio revestido de caucho en la extremidad.
1.2.9 Crisol filtrante de cuarzo o de vidrio (porosidad de 40 a 90 mm).

1.2.10 Placas filtrantes de porcelana que cubran totalmente la superficie filtrante.
1.2.11 Trompa de agua.

1.2.12 Desecador conteniendo silicagel coloreado en azul (diametro aproximado 25 cm).
1.2.13 Balanza de precision (sensibilidad 0,1 mg).

1.2.14 Estufa.

1.2.15 Horno eléctrico para incineracion.

1.2.16 Placa de material refractario.

1.2.17 Cartuchos deshidratantes de silicagel coloreado de azul.

1.3 Reactivos.

1.3.1 Acido acético al 70 por 100 d. a 20 °C = 1,07 (730 g de acido acético glacial del 96
por 100 diluido hasta 1.000 g con agua destilada).

1.3.2 Acido nitrico concentrado, d. a 20 °C = 1 4.

1.3.3 Acido tricloroacético, p.p.a. cristalizado.

1.3.4 Acetona pura.

1.3.5 Eter etilico puro.

1.3.6 Arena de mar, diametro inferior a 0,5 mm.

1.3.7 Fragmentos de tierra cocida (platos porosos machacados), diametro de 0,5 a 2
mm.

1.4 Procedimiento.

1.4.1 Preparacion de la solucion acida para la hidrélisis: Mezclar 900 ml de acido acético
con 60 ml de &cido nitrico y 24 g de acido tricloroacético (d. 20 °C = 1,10).
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1.4.2 Preparacion de la arena de mar y de los crisoles.

Hacer hervir la arena de mar con acido clorhidrico (4N) para eliminar el hierro, lavar con
agua destilada para eliminar el cloruro y calcinar a 550 °C durante seis horas. Preparar las
placas de porcelana y el polvo de tierra cocida de la misma forma.

Antes de la primera utilizacién de los crisoles filtrantes de cuarzo o vidrio, limpiarlos
cuidadosamente e incinerarlos durante seis horas a 550 °C. Para evitar tensiones en la parte
inferior deslustrada, colocar los crisoles filtrantes de vidrio en el horno de incineracion frio y
no retirarlos hasta después de enfriarlo alrededor de 200 °C. Los crisoles de cuarzo no
experimentan tensiones y se pueden poner o sacar con toda seguridad en el horno caliente.

Introducir en los crisoles filtrantes de 5 a 6 g de arena de mar. Igualar la superficie.
Introducir a continuacion de 4 a 5 g de polvo de tierra cocida e igualar del mismo modo la
superficie. Colocar a continuacion la placa filtrante de porcelana encima de estas dos capas
y apretar ligeramente. Se puede utilizar de nuevo el crisol asi preparado, sin limpieza
especial, pero es necesario verificar la permanencia de las capas.

1.4.3 Preparacion de las muestras a ensayar.

Triturar la muestra de forma que el 95 por 100 del producto pase a través de un tamiz
de 1,0 mm. Solamente para algunas sustancias fibrosas, tales como los granos de avena, no
se alcanza tal grado de finura.

Esta prohibido el empleo de molinos de bolas.

1.4.4 Cantidad inicial de la muestra a ensayar.

La cantidad de muestra a tomar depende del contenido en materias celuldsicas del
producto de forma que se obtenga finalmente una masa de materias celuldsicas entre 50
y 150 mg. Para un producto que contenga materias celulésicas en cantidad inferior al 5
por 100, tomar 3 g de sustancia y utilizar 60 ml de solucién acida; para un contenido en
materias celulésicas elevado, hacer hervir 102 g de materia en 40 ml de mezcla disolvente.

1.4.5 Dosificacion.

Pesar la muestra a ensayar triturada y ponerla en suspensién en el matraz cénico
erlenmeyer con un tercio de la solucién acida que debe corresponder a 20 veces el peso de
la muestra. Deshacer los grumos con un agitador de vidrio que debe permanecer en el
erlenmeyer. Lavar cuidadosamente la pared del erlenmeyer con el resto de la solucién acida
para que no quede ninguna particula de la sustancia adherida a la pared. Para evitar que la
sustancia suba a lo largo de las paredes, acoplar cuidadosamente el erlenmeyer con el
refrigerador de reflujo. Calentar de forma que se alcance la temperatura de ebullicion en tres
minutos. Regular la llama del mechero Bunsen para que la altura de la espuma formada no
sobrepase 10 mm. Mantener la ebullicién de la muestra durante 30 minutos exactamente, sin
agitar el frasco ni la suspension.

Filtrar a continuacién bajo vacio la suspensién en ebullicion con ayuda de una trompa de
agua y a través del crisol filtrante preparado. Regular el vacio para asegurar la filtracion
continua. Lavar el erlenmeyer y el agitador de vidrio con agua destilada y caliente (de 70
a 80 °C) y trasvasar totalmente los residuos de materias celulésicas en el crisol filtrante con
ayuda de un agitador revestido de caucho. Son necesarios, para un lavado cuidadoso y
rapido, de 300 a 400 ml de agua destilada y caliente para obtener la reacciéon neutra
(comprobar con papel tornasol en el agua de lavado filtrada).

Inmediatamente después del lavado, vaciar el matraz de vacio. Llenar el crisol filtrante
tres veces con acetona y dejar filtrar sin ayuda del vacio (pero si el filtrado es demasiado
lento, aspirar ligeramente sin sobrepasar la velocidad de una gota por segundo). Lavar a
continuacion dos veces con éter etilico y aspirar fuertemente los vapores residuales de éter.
Secar previamente los crisoles filtrantes durante algunos minutos y pesarlos
aproximadamente.

Secar los crisoles filtrantes en una estufa calentada a 130 °C durante 60 minutos
exactos, introducir a continuacion cuatro crisoles como maximo en un desecador y dejarlos
enfriar algunos minutos antes de poner la tapa. Dejar enfriar el desecador cerrado durante
una hora al lado de la balanza. En el transcurso del enfriamiento y de la pesada, colocar dos
cartuchos deshidratantes de silicagel en la balanza de precision. Pesar rapidamente (es por
lo que hay que conocer previamente el peso de los crisoles llenos antes del secado).

Calcinar los crisoles filtrantes de cuarzo en el horno eléctrico previamente calentado
a 550 °C, durante 30 minutos, colocarlos a continuacién sobre una placa refractaria durante
cinco minutos por lo menos, para que se enfrien hasta 100 °C, aproximadamente. Introducir
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de nuevo cuatro crisoles como maximo en un desecador, dejandolos enfriar al lado de la
balanza durante una hora exactamente y pesar rapidamente.

Si se emplean crisoles filtrantes de vidrio, ponerlos en el horno frio, a fin de evitar las
tensiones en la parte inferior deslustrada. Después de alcanzar la temperatura de 550 °C,
incinerar durante treinta minutos, dejar enfriar los crisoles en el horno abierto hasta 200 °C,
colocarlos a continuacion algunos minutos sobre la placa refractaria para dejarlos enfriar
hasta 100 °C, aproximadamente, y operar después como para los crisoles filtrantes de
cuarzo.

No es necesario hacer una prueba en vacio, ya que todo el material filtrante es
inalterable al calor como consecuencia del tratamiento previo.

1.5 Célculos.
El indice de materias celuldsicas viene dado por la expresion:

(a—b)-100-100
E (100— H)

C=

siendo:

C = indice de materias celulésicas en porcentaje de materia seca.

a = peso, en g, del crisol y del residuo después del ataque acido y secado a 130 °C.
b = peso, en g, del crisol después de la incineracién del residuo.

E = peso, en g, de la muestra.

H = humedad de la muestra en porcentaje.

1.6 Observaciones.

1.6.1 En el caso de los cereales y productos derivados, no es necesario extraer la grasa
antes del ataque acido.

1.6.2 Los materiales filtrantes (crisoles filtrantes, arena de mar, placas de porcelana,
polvo de tierra cocida) pueden ser utilizados nuevamente. Se separa por tamizado la arena
de mar del polvo de tierra cocida; no es necesario limpiar de nuevo con el acido clorhidrico
los crisoles filtrantes, la arena de mar, el polvo de tierra cocida y las placas filtrantes de
porcelana.

1.6.3 El tiempo necesario para la determinacion del indice de materias celuldsicas
mediante el empleo de crisoles filtrantes de cuarzo, es aproximadamente de cinco horas, y
mediante los crisoles filtrantes de vidrio alrededor de ocho horas.

1.7 Referencia.

1. International Association for Cereal Chemistry (l. C. C.). Standard Nr 113.

2. HUMEDAD

Téngase en cuenta, que éste método se sustituye por el descrito en la norma UNE-EN ISO
712 “Cereales y productos derivados. Determinacion del contenido de humedad. Método de
referencia”, segun establece la disposicion final 1.1° del Real Decreto 1615/2010, de 7 de
diciembre. Ref. BOE-A-2010-19103

3. CENIZAS

Téngase en cuenta que éste método se sustituye por el descrito en la norma UNE-EN ISO
2171 “Cereales, legumbres y subproductos. Determinacion del rendimiento de cenizas por
incineracion", segun establece la disposicion final 1.2° del Real Decreto 1615/2010, de 7 de
diciembre. Ref. BOE-A-2010-19103
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4. PROTEINA

Téngase en cuenta que éste método se sustituye por el descrito en la norma UNE-EN ISO
20483 “Cereales y legumbres. Determinacion del contenido de nitrégeno y calculo del contenido
de proteina bruta. Método de Kjeldahl’, segun establece la disposiciéon final 1.3° del Real
Decreto 1615/2010, de 7 de diciembre. Ref. BOE-A-2010-19103

5. GRASA
5.1 Principio.

El contenido en grasa bruta de un producto se define convencionalmente como la parte
del mismo extraible por éter etilico en condiciones determinadas. Incluye, ademas de la
grasa, otras muchas sustancias solubles en éter etilico, como son: ceras, pigmentos,
vitaminas, etc.

Este método es aplicable a los granos, harinas y otros productos derivados de los
cereales.

5.2 Material y aparatos.

5.2.1 Extractor tipo Soxhlet.

5.2.2 Balanza analitica con precision de 0,1 mg.

5.2.3 Estufa de desecacién, graduada a 100 °C.

5.2.4 Desecador con placa de porcelana o metélica perforada, conteniendo un agente
deshidratante, como anhidrido fosférico o silicagel.

5.2.5 Cartuchos de extraccion.

5.2.6 Matraces de 100 a 150 ml, adaptables al extractor.

5.2.7 Bateria de extraccion, bafo de agua.

5.3 Reactivos.
Eter etilico.
5.4 Procedimiento.

Pesar de 5 a 10 g de muestra, molida de forma que pase por un tamiz de 500 p y
desecada a 100 °C, e introducirlos en un cartucho que se tapona con algodén. Tarar el
matraz, desecado en la estufa y enfriado en el desecador. Introducir el cartucho en el
extractor, anadir éter etilico una vez conectado el matraz y proceder a la extraccion,
continuandola hasta que el éter sea incoloro; son suficientes 4 horas a una velocidad de
destilacion de 4 a 5 gotas/s, y 16 horas para 2 a 3 gotas/s.

Sacar el cartucho del extractor y recuperar el éter. Llevar el matraz con el extracto y el
resto del disolvente a la estufa de desecacién a 100 °C y tenerlo media hora. Dejar enfriar el
matraz en el desecador y, en cuanto alcance la temperatura ambiente, pesarlo.

5.5 Calculo.

El porcentaje de grasa bruta sobre sustancia seca viene dado por la férmula:

] P,—P 100
Grasa bruta %(materia seca) = %
En la que:

P4 = peso, en g, del matraz con el extracto etéreo.
P, = peso, en g, del matraz vacio.
P = peso, en g, de la muestra empleada.

5.6 Referencia.

1. American Association of Cereal Chemists. Cereal Laboratory Methods, 1967.
Método 30-20.
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6. INDICE DE MALTOSA
6.1 Principio.

El indice de maltosa es una medida relacionada con la capacidad de produccion de gas
de un trigo.

6.2 Material y aparatos.

6.2.1 Matraz erlenmeyer con tapén de 250 ml.
6.2.2 Bafno de agua.

6.2.3 Bureta graduada de 50 ml de capacidad.
6.2.4 Matraz erlenmeyer de 100 ml.

6.2.5 Mechero Bunsen y tripode.

6.3 Reactivos.

6.3.1 Acido sulfarico al 20 por 100.

6.3.2 Tungstato sédico al 15 por 100.

6.3.3 Solucion de sulfato de cobre (69,28 g/l).

6.3.4 Solucién de 350 g de sal de Seignette (tartrato sddico potasico) y 100 g de sosa
caustica en 1 litro de agua.

6.3.5 Indicador: Solucién acuosa de azul de metileno al 1 por 100.

6.4 Procedimiento.

Pesar 15 g de harina y colocarlos en un matraz erlenmeyer con tapén. Anadir 95 ml de
agua destilada e introducir el matraz en un bafio de agua manteniendo a 27 °C de
temperatura. Dejar en el bafio durante una hora, agitar bien a intervalos de 15 minutos.
Sacar el matraz del bafio y afiadir 15 ml de acido sulfurico al 20 por 100 y 3,5 ml de
tungstato sédico al 15 por 100. Filtrar. Prescindir del residuo y colocar el liquido en una
bureta graduada de 50 ml de capacidad. Introducir en un matraz erlenmeyer 5 ml de solucion
de sulfato de cobre (69,28 g/l) y 6 ml de una soluciéon de 350 g de sal de Seignette (tartrato
sédico potasico) y 100 g de sosa caustica en un 1 litro de agua Colocar el matraz en un
tripode sobre un mechero Bunsen y verter en él desde la bureta 20 ml del liquido filtrado.
Cuando hierva, afiadir 5 gotas de indicador (solucién acuosa de azul de metileno al 1
por 100). Verter gradualmente liquido desde la bureta hasta que la soluciéon del matraz ha
perdido por completo la coloracién azul. Observar en la probeta la cantidad de liquido vertido
y buscar en la tabla 6.1 el indice de maltosa de la harina.

6.5 Referencia.

1. Analisis de Cereales y Derivados. Ministerio de Agricultura, 1957, paginas 56-57.
TABLA 6.1

Indice de maltosa

|Liquido vertido | Indice de maltosa | Liquido vertido | Indice de maltosa

20,0 2,69 35,5 1,49
20,5 2,63 36,0 1,47
21,0 2,56 36,5 1,46
21,5 2,50 37,0 1,45
22,0 2,44 37,5 1,42
22,5 2,38 38,0 1,40
23,0 2,33 38,5 1,38
23,5 2,28 39,0 1,36
24,0 2,23 39,5 1,34
24,5 2,18 40,0 1,32
25,0 2,14 40,5 1,30
25,5 2,10 41,0 1,29
26,0 2,06 41,5 1,27
26,5 2,02 42,0 1,26
27,0 1,99 42,5 1,24
27,5 1,95 43,0 1,23
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|Liquido vertido | Indice de maltosa | Liquido vertido | Indice de maltosa]

28,0 1,91 43,5 1,21
28,5 1,87 44,0 1,20
29,0 1,84 44,5 1,18
29,5 1,80 45,0 1,17
30,0 1,77 45,5 1,16
30,5 1,74 46,0 1,15
31,0 1,72 46,5 1,13
31,5 1,69 47,0 1,12
32,0 1,66 47,5 1,11
32,5 1,63 48,0 1,10
33,0 1,61 48,5 1,09
33,5 1,58 49,0 1,08
34,0 1,56 49,5 1,06
34,5 1,54 50,0 1,05
35,0 1,52

7. ACIDEZ GRASA
7.1 Principio.

Neutralizacién de los acidos grasos libres con hidroxido sodico. Se mide la rancidez
hidrolitica que se utiliza como indice de deterioro en almacenamiento.
Aplicable a granos de cereales y harinas.

7.2 Material y aparatos.

7.2.1 Extractor tipo Soxhlet.

7.2.2 Balanza analitica con precision de 0,1 mg.

7.2.3 Cartuchos de extraccion.

7.2.4 Matraces de 100 a 150 ml adaptables al extractor.
7.2.5 Bateria de extraccién con bafo de agua.

7.2.6 Pipetas de 50 ml.

7.2.7 Bureta de 50 ml.

7.3 Reactivos.

7.3.1 Eter de petréleo p.e. 35-60 °C.

7.3.2 Benceno-alcohol-fenolftaleina (BAF). Mezclar partes iguales en volumen de
benceno y de alcohol etilico del 95 por 100. Ahdadir 0,2 g de fenolftaleina por litro para
obtener una solucién al 0,02 por 100.

7.3.3 Hidréxido potasico. Preparar una solucion 0,0178N (1 ml = 1 mg KOH) con
hidréxido potasico libre de CO,.

7.3.4 Patrén de color.

7.3.4.1 Colocar 50 ml de agua en un matraz del mismo tipo en que se va a hacer la
valoracion. Ahadir gota a gota una solucion de dicromato potasico al 0,05 por 100 hasta que
tome la coloracién de la solucion que se va a valorar. Ahadir 2,5 mililitros de una solucion
recién preparada de permanganato potasico al 0,01 por 100 y se mezcla. El color final de la
valoracion debe ser semejante a éste.

7.3.4.2 El color patron para la valoracion de la prueba en blanco se obtiene
anadiendo 2,5 ml de permanganato al 0,01 por 100 a 50 ml de agua.

7.4 Procedimiento.

Para que los resultados sean mas precisos, el contenido en humedad de los granos no
debe exceder del 11 por 100. Se ha comprobado que mayores contenidos en humedad en el
momento de la extraccidon aumentan significativamente los valores de acidez grasa.

Moler por los menos 40 g de una muestra representativa para granos pequefos, tales
como el trigo, o 200 g para granos mas grandes, tales como el maiz. Preferiblemente, moler
la muestra de tal forma que el 90 por 100 o mas pase a través del tamiz de 500 p. Una vez
molida la muestra se somete a extraccion antes de 1 hora para evitar cambios causados por
enzimas lipoliticos. Extraer 10 g de muestra sélida, como en 5.4, utilizando éter de petrdleo,
Evaporar el éter de petréleo del extracto y redisolver el extracto en el matraz de extraccion

Pagina 64



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

con 50 ml de solucién de BAF. Valorar la solucion extraida con hidréxido potasico 0,0178N
hasta alcanzar el punto de color patron.

7.4.1 Hacer la prueba en blanco valorando 50 ml de solucion BAF, hasta alcanzar el
punto de color patrén 7.3.4.2.

7.5 Célculo.

Expresar la acidez grasa como los mg de KOH requeridos para neutralizar los acidos
grasos libres de 100 g de grano sobre sustancia seca por la férmula

i _(V=-Vyx 10
Valor acidez grasa = 100 —H x 100

donde:

V = volumen en ml de KOH 0,0178N utilizado para valorar la muestra extraida.
V4 = volumen en ml de KOH 0,0178N utilizado para la valoracién en blanco.
H = peso en g de agua en 100 g de muestra.

7.6 Observaciones.

En caso de granos con altos valores de acidez grasa se forman a veces emulsiones
durante la valoracién que enmascaran parcialmente el punto de color final. Cuando aparecen
emulsiones, afadir 50 ml adicionales de solucién BAF para asegurar una solucion clara. En
este caso el valor de la prueba en blanco es el doble del valor determinado sobre 50 ml.

7.7 Referencia.

1. American Association of Cereal Chemistry Cereal Laboratory Methods, 1967.
Método 02-01.

8. AGENTES OXIDANTES

(Reaccion con yoduro potasico)
8.1 Principio.

Este método detecta todos los agentes oxidantes que se adicionan generalmente a la
harina, para mejorar sus propiedades de panificacion, excepto percloratos y peréxido de
benzoilo.

8.2 Material y aparatos.

8.2.1 Matraz erlenmeyer de 500 ml.
8.2.2 Centrifuga.

8.3 Reactivos.

8.3.1 Yoduro potasico 10 por 100.
8.3.2 Acido sulfurico (1 £ 10) v/v.

8.4 Procedimiento.

Colocar 50 g de muestra en un matraz erlenmeyer de 500 mililitros, afadir 200 ml de
agua a la temperatura ambiente, agitar bien y dejar reposar 1 hora, aproximadamente, con
agitados frecuentes. Filtrar o centrifugar. A 5 ml del filtrado anadir 5 mililitros de solucién de
Kl'y 5 ml de H,SO,4 (1 + 10) v/v. Soluciones amarillas o pardas indican la presencia de
agentes oxidantes.

8.5 Referencia.

1. American Association of Cereal Chemistry. Cereal Laboratory Methods. 1967.
Método 48-02.
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9. BROMATOS Y IODATOS EN LA HARINA

(Método cualitativo)
9.1 Principio.

Este método sirve para determinar la presencia de bromato y iodato en la harina, que
actian como mejorantes.

9.2 Material y aparatos.

9.2.1 Placa de Petri de un area aproximada de 100 cm?.
9.2.2 Tamiz numero 60.

9.3 Reactivos.

9.3.1 Para el bromato y iodato solucién de HCI en agua (1 + 7) v/iv y Kl (1 por 100)
mezclados a volumenes iguales.

9.3.2 Para iodato solucién de 1 volumen de KSCN (1 por 100) y 4 volumenes de solucion
de HC1 en agua (1 + 32) v/v mezclados.

9.4 Procedimiento.
9.4.1 Bromatos y iodatos.

Cubrir el fondo del recipiente con el reactivo KI-HCI. Cerner uniformemente con el tamiz
numero 60 sobre el reactivo, aproximadamente 4 g de harina a ensayar. Alternativamente,
cerner harina sobre la superficie del recipiente seco y esparcir la mezcla de reactivo sobre la
harina con un frasco pulverizador hasta que todas las particulas estén humedecidas. La
aparicion de manchas negras o purpureas después de la adicion del reactivo indica la
presencia de bromato o iodato.

9.4.2 lodatos.

9.4.2.1 (Aplicable a 10 p.p.m. o mas). Distribuir suavemente, aproximadamente, g de
harina sobre el fondo de una placa de Petri y cubrir completamente con el reactivo KSCN-
HC1 recientemente preparado.

9.4.2.2 (Aplicable a 1-10 p.p.m.) Proceder como para bromatos y iodatos, pero usar el
reactivo KSCN-HC1.

9.5 Referencia.

1. Association of Official Agricultural Chemists. Official Methods of Analysis. 1970 14.040
y 14.041, pag. 218.

10. PEROXIDO DE BENZOILO

(Método cualitativo con bencidina)
10.1 Principio.

El peroxido de benzoilo da con solucion etandlica de bencidina, coloracion pardo-
verdosa.

10.2 Material y aparatos.

10.2.1 Placa de vidrio
10.2.2 Pulverizador.

10.3 Reactivos.

Disolver 1,5 g de bencidina (base libre) en 50 ml de etanol 96 por 100. Calentar la
solucién a 50-60° en un bafio de agua antes de usarla.

10.4 Procedimiento.
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Verter el reactivo sobre una capa de harina en una placa de vidrio. Si aparecen manchas
pardo-verdosas indica que la harina esta tratada con perdxido de benzoilo. Observar mejor
las manchas por detras del vidrio y, en general, verter el reactivo pulverizando.

10.5 Referencia.

1. American Association of Cereal Chemists. Cereal Laboratory Methods, 1967.
Método 48-05.

11. INDICE DE PELSHENKE
11.1 Principio.

El indice de Pelshenke proporciona una valoracién indirecta de la calidad panadera de
los trigos, estando relacionado tanto con la capacidad de produccién de gas como con la
capacidad de retencién del mismo.

11.2 Material y aparatos.

11.2.1 Bario de agua.
11.2.2 Vasos de forma baja de 150 ml.

11.3 Reactivos.

11.3.1 Suspension de levadura panaria. Formar una papilla espesa con 10 g de levadura
y agua destilada, afiadiendo mas agua hasta completar 100 ml.

11.4 Procedimiento.

Pesar 10 g de trigo molido que pase por el tamiz de 1 mm y colocarlo en una capsula de
porcelana. Anadir 5,5 ml de la suspension de levadura y amasar con una espatula. Dividir la
masa en dos partes aproximadamente iguales y darle forma de bola compacta entre las
palmas de las manos.

Introducir las bolas asi formadas en sendos vasos de forma baja de 150 ml, que
contengan 75 ml de agua a 32 °C. Colocar los vasos en un bafio de agua a dicha
temperatura. Por la accion de los gases producidos en la fermentacion, las bolas suben a la
superficie, en la cual permanecen un tiempo variable, hasta que se rompen y caen pedazos
al fondo del vaso.

11.5 Calculo.

Medir el tiempo en minutos transcurrido desde el momento de introducir la bola en el
vaso hasta que se produce la disgregacion. La media de las dos determinaciones constituye
el «indice de Pelshenke».

11.6 Referencias.

1. Analisis de Cereales y Derivados. Ministerio de Agricultura, 1957, pag. 35.
2. American Association of Cereal Chemists Cereal Laboratory Methods, 1967.
Método 56-50.

12. GLUTEN

Téngase en cuenta que este método se sustituye por el descrito en la norma UNE-EN ISO
21415-2 “Trigo y harina de trigo. Contenido de gluten. Parte 2: Determinacion de gluten humedo
por medios mecanicos”, segun establece la disposicion final 1 del Real Decreto 190/2013, de 15
de marzo. Ref. BOE-A-2013-3630

13. FARINOGRAFO BRABENDER
13.1 Principio.
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El método se aplica para la determinacion de la absorcion de agua y el comportamiento
al amasado de una harina de trigo. El farinégrafo mide y registra la resistencia de una masa
al amasado. Esta resistencia se llama consistencia. La absorcion de agua se define como el
porcentaje de agua respecto al peso de harina que es necesario afiadir para obtener una
masa de consistencia determinada.

13.2 Material y aparatos.
13.2.1 Farinégrafo Brabender con tanque de circulacion de agua.

Calibracién del farinégrafo.

Velocidad de la paleta rapida: 90 + 3 r.p.m.
Par: 100 £ 2 g cm/U.B.

Velocidad del papel: 1,00 £ 0,03 cm/min.
Bureta graduada de 135 ml a 225 ml.

13.2.2 Balanza de sensibilidad: £ 0,1 g.
13.2.3 Espatula de plastico blanco.

13.3 Reactivos.
13.3.1 Agua destilada.
13.4 Procedimiento.

Determinar el contenido de humedad de la harina como en 2. Hacer circular el agua por
el termostato y el farindgrafo al menos 1 hora antes de usar el instrumento. Durante el
ensayo, la temperatura del agua y de la amasadora debera ser de 30° + 0,2°.

Lubricar la amasadora con una gota de agua entre la pared posterior y cada una de las
paletas. Ajustar la posicion de los pesos de la balanza paca obtener una defleccién cero del
indicador con las paletas girando en vacio. Ajustar el brazo de la pluma de tal forma que
coincidan las lecturas en el sector de la balanza y en el pape movil. Ajustar el amortiguador
de tal manera que con el motor girando el tiempo requerido por el indicador de la balanza
parair de 1.000 a 100 U.B. seade 1,0 £ 0,2 s.

Poner en la amasadora el peso equivalente a 300 + 0,1 g de harina con el 15 por 100 de
humedad. Tapar la amasadora. Llenar la bureta con agua a 30° £ 5°.

Si fuese necesario, llevar la harina a 30° + 10°.

Colocar el papel de tal manera que la pluma esté en contacto con una linea de 9 min.
Mezclar durante 1 minuto. Comenzar a afiadir agua de la bureta en la esquina delantera de
la derecha de la amasadora cuando la pluma cruce la linea de 0 minutos. Afadir agua en
cantidad suficiente para que la consistencia maxima de la masa sea de 500 U.B.

Cuando la masa se adhiera a las paredes de la amasadora, rasparla con una espatula
de plastico. Cubrir la amasadora hasta el final del ensayo.

Si la cantidad de agua utilizada en el ensayo no se ha anadido en un intervalo de 25
segundos o si la consistencia maxima de la masa difiere de 500 + 20 U.B., se repite el
ensayo corrigiendo la cantidad de agua y afadiéndola en 25 segundos de forma que la masa
adquiera una consistencia maxima de 500 + 20 U.B.

Una vez alcanzada la consistencia maxima, continuar el ensayo durante 12 minutos.

13.5 Calculo.

13.5.1 Absorcién de agua. Calcular la absorcion de agua sobre una base del 15 por 100
de humedad como sigue:

Absorcidn de agua %= w

V = volumen en ml de agua afadida para obtener una masa con una consistencia
maxima de 500 U.B.
P = peso en g de harina utilizada, equivalente a 300 g con el 15 por 100 de humedad.

Determinar la absorcion con una aproximacion de 0,1 por 100.

Pagina 68



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

13.5.2 Tiempo de desarrollo. Es el periodo de tiempo comprendido desde el comienzo
del amasado hasta el punto de la curva inmediatamente anterior al primer signo de
decaimiento. Expresar este tiempo con una aproximacion de 0,5 minutos. En el caso, poco
frecuente, de que aparezcan dos maximos, emplear el segundo para medir el tiempo de
desarrollo.

13.5.3 Grado de decaimiento. Es la diferencia en U.B. entre el centro de la curva en el
maximo y el centro de la curva 12 minutos después de este maximo. Expresar el
decaimiento con una aproximacioén de 5 U.B.

13.6 Observaciones.

Se obtienen los siguientes valores para el coeficiente de variacion de la determinacion
simple correspondiente a un solo farinoégrafo:

Absorcion de agua: 0,55%.
Tiempo de desarrollo de la masa: 8,9%.
Grado de decaimiento: 7,5%.

13.7 Referencia.

1. Métodos de la Asociacion Internacional de Quimica Carealista (I. C. C.).

14. ALVEOGRAFO CHOPIN

Téngase en cuenta que éste método se sustituye por “Propiedades alveograficas” y el
método establecido en dicho apartado por el descrito en la norma UNE-EN ISO 27971
"Cereales y productos a base de cereales. Trigo comun (“Triticum aestivum L.”). Determinacién
de las propiedades alveogréficas de la masa a hidratacién constante preparada a partir de
harinas comerciales o harinas para ensayo y la metodologia del ensayo de molienda", segun
segun establece la disposicion final 1.5° del Real Decreto 1615/2010, de 7 de diciembre. Ref.
BOE-A-2010-19103

15. DETERMINACION DEL GRADO DE SEDIMENTACION

(Segun Zeleny)
15.1 Principio.

El esponjamiento de la fraccion de gluten de harina en solucién de acido lactico afecta al
grado de sedimentacion de una suspension de harina en el medio de acido lactico. Mas alto
contenido en gluten y mejor calidad de éste, conduce a sedimentacion mas lenta y a mas
altos valores de la prueba de sedimentacion.

El grado de sedimentacion de una harina suspendida en una solucion de &cido lactico
durante un intervalo de tiempo estandar se toma como medida de su calidad panadera.

Es aplicable a harina de trigo.

15.2 Material y aparatos.

15.2.1 Pipeta de 25 mi

15.2.2 Pipeta de 50 mi

15.2.3 Cilindro graduado de 100 ml de vidrio o teflén, preferiblemente hecho de vidrio de
precisién con una distancia de 180-185 mm, entre la marca cero y la marca 100 ml.

15.2.4 Reloj avisador o medida de intervalos de tiempo.

15.2.5 Bastidor mezclador movido por motor (agitador de vaivén).

El bastidor es aproximadamente de 58 x 32 x 5 cm. Se coloca en el centro de cada
extremo y oscila 30° a cada lado de la horizontal y a una velocidad de 40 oscilaciones por
minuto. El bastidor esta disefiado para sujetar ocho cilindros, los cuales pueden ser
colocados en sus posiciones rapidamente y con seguridad mientras el mezclador esta en
movimiento.

15.3 Reactivos.
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15.3.1 Alcohol isopropilico, 99-100 por 100.

15.3.2 Agua destilada o desionizada. El agua utilizada para preparar los reactivos y el
agua de hidratacion no debe contener mas de 2 p.p.m. de materia mineral.

15.3.3 Agua de hidratacion (solucion de azul de bromofenol). Ahadir azul de bromofenol
al agua destilada para conseguir una concentracion de 4 mg por litro.

15.3.4 Solucion de acido lactico.

Diluir 250 ml de acido lactico reactivo del 85 por 100 a 1 litro con agua destilada. Tener a
reflujo el acido diluido durante 6 horas sin pérdida de agua (15.6.2).

15.3.5 Reactivo de prueba de sedimentaciéon. Mezclar intimamente 180 ml de la solucion
preparada de acido lactico (15.3.4) con 200 ml de alcohol isopropilico (15.3.1) y agua
destilada hasta 1 litro. Dejar reposar durante 48 horas. Estandarizar a 0,050 + 0,01 N
utilizando hidroxido sodico o potasico 0,10 N. El peso especifico debe ser 0,985 + 0,001
a 15/15 °C. Evitar la evaporacion.

La precision debe ser como maximo de dos unidades.

15.4 Procedimiento.

Pesar 3,2 g de harina (14 por 100 humedad) y colocarla en un cilindro graduado y
taponado. Anadir 50 ml de agua de hidratacion con azul de bromofenol (15.3.3) y empezar a
medir el tiempo al mismo tiempo. Mezclar harina y reactivo intimamente sujetando el cilindro
taponado en posicion horizontal y agitando a derecha e izquierda a una distancia de 18 cm
doce veces en cada direccion, cada 5 segundos. La harina debe estar completamente
suspendida durante esta operacion. Colocar el cilindro en el bastidor de mezcla y mezclar
hasta que el tiempo transcurrido sea de 5 minutos. Quitar el cilindro del bastidor de mezcla y
anadir 25 ml del reactivo (15.3.5). Volver el cilindro al bastidor hasta que el tiempo
transcurrido sea de 10 minutos. Quitar el cilindro del bastidor y dejarlo reposar
exactamente 5 minutos. Transcurridos estos 5 minutos exactos, leer el volumen del
sedimento en ml estimando con precision de 1/10 mililitros. Este es el grado de
sedimentacion.

15.5 Calculo.

El grado de sedimentacion es el anteriormente hallado. Los valores de sedimentacion
seran desde 8 aproximadamente para tipos de gluten con muy bajo contenido en proteina
hasta 78 aproximadamente para tipo de gluten fuerte con muy alto contenido en proteina.

15.6 Observaciones.

15.6.1 El método descrito dara resultados concordantes cuan-do las harinas son
producidas de la misma manera. Cuando empleamos muestras de trigo, los resultados
dependen en gran manera del método de produccién de harina utilizado. En general, los
métodos de molienda que envuelven ftrituracion con cilindros ondulados daran resultados
comparables y situaran series de muestras en orden similar. Otros molinos, como el tipo de
café, pueden dar resultados esencialmente carentes de significado.

15.6.2 El acido lactico concentrado contiene moléculas asociadas, las cuales se disocian
en disolucion. Para resultados consistentes, la solucidon preparada de acido lactico (15.3.4)
debe haber alcanzado el equilibrio antes de su uso en el ensayo.

Esto se consigue por reflujo y almacenaje a temperatura ambiente.

15.6.3 Ambos, acido lactico y alcohol isopropilico, deben estar esencialmente libres de
materia mineral (no mas de 40 p.p.m.).

15.6.4 La medida de los 5 minutos en el procedimiento es critica y la lectura del grado de
sedimentacion debe ser hecha exactamente a los 5 minutos de reposo.

15.7 Referencia.

1. International Association for Cereal Chemistry (1. C. C.). Standard Nv. 116.
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16. ACIDO ASCORBICO (Vitamina C)

(Método cualitativo)
16.1 Principio.

Este método sirve para determinar la presencia de vitamina C en harina y consiste en la
aparicion de puntos blancos sobre fondo azul del reactivo 2,6 diclorofenol indofenol.

16.2 Material y aparatos.
16.2.1 Placa Petri de 65 cm?.
16.3 Reactivos.

16.3.1 Disolucion acuosa al 0,05 por 100 de 2,6 diclorofenol indofenol.
16.3.2 Disolucion acuosa al 5 por 100 de acido metafosférico.

16.4 Procedimiento.

Extender 10 g de la muestra en la parte posterior de una capsula Petri. Rociarla con la
disolucion de acido metafosforico y a continuacién hacer lo mismo con la disolucién del 2,6
diclorofenol indofenol. Al cabo de unos minutos aparecen unos puntos blancos mas o menos
grandes sobre el fondo azul-violaceo.

17. PERSULFATO AMONICO

(Método cualitativo)
17.1 Principio.

Este método sirve para determinar la presencia de persulfato amoénico en harina y
consiste en la aparicién de manchas azules con la bencidina.

17.2 Material y aparatos.

17.2.1 Placa Petri de 65 cm?.

17.3 Reactivos.

17.3.1 Disolucién de bencidina en etanol al 1 por 100 (p/v).
17.4 Procedimiento.

Extender 6 g de la muestra en la capsula Petri. Ahadir unos 3 ml de reactivo. Al cabo de
unos minutos aparecen unas manchas azules.

ANEXO Il

Métodos de andlisis de productos lacteos

Téngase en cuenta que la Orden de 26 de enero de 1989 Ref. BOE-A-1989-2695, por la
que se aprueban los métodos oficiales de analisis de determinados tipos de leche parcial o
totalmente deshidratada destinados a la alimentacion humana, deroga los métodos coincidentes
que figuran en la presente Orden.

Leche
1(a). GRASA

(Leches natural, certificada, higienizada y esterilizada)

1(a).1 Principio.
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Este método es aplicable a las leches naturales, certificada, higienizada y esterilizada,
enteras o parcialmente desnatadas, definidas en el Reglamento de Centrales Lecheras y
otras Industrias Lacteas.

Se entiende por contenido en materia grasa de las leches natural, certificada, higienizada
y esterilizada, el porcentaje en masa de las sustancias determinadas por el procedimiento
expuesto a continuacion, que corresponde al descrito en la norma FIL-1A: 1969 de la
Federacion Internacional de Lecheria.

El contenido en materia grasa se determina gravimétricamente, por extraccion de la
citada materia grasa de una solucién alcohdlico-amoniacal del tipo de leche de que se trate,
mediante éter dietilico y éter de petrdleo, evaporacion de los disolventes y pesado del
residuo, segun el principio del método de Rase-Gottlieb.

1(a).2 Material y aparatos.

1(a).2.1 Balanza analitica.

1(a).2.2 Probetas o matraces de extraccion adecuados, provistos de tapones de vidrio
esmerilado, de tapones de corcho u otros dispositivos de cierre inatacables por los
disolventes utilizados. Los tapones de corcho seran de buena calidad y se trataran
sometiéndolos sucesivamente a extracciones con éter dietilico y con éter de petréleo.
Después se introduciran durante 20 minutos, por lo menos, en agua a una temperatura
de 60 °C o superior, y se dejaran enfriar también en agua, con objeto de que estén saturados
cuando se utilicen.

1(a).2.3 Matraces de paredes delgadas y bases planas, de una capacidad de 150 a 250
ml.

1(a).2.4 Estufa de desecacion, bien ventilada y controlada termostaticamente (ajustada
para que funcione a una temperatura de 102 + 2 °C), o una estufa de desecacién por vacio
(temperatura 70-75 °C, presion menor de 50 mm de Hg).

1(a).2.5 Materiales para facilitar la ebullicién, exentos de materia grasa, no porosos ni
deleznables al ser utilizados, como, por ejemplo, perlas de vidrio o trozos de carburo de
silicio (el empleo de estos materiales es facultativo, véase el apartado 1(a).4.3).

1(a).3 Reactivos.

Todos los reactivos deberan ser de calidad pura para analisis y no dejar en la
evaporacion mayor cantidad de residuos que la autorizada para el ensayo en blanco (1(a).
4.2). En caso necesario, los reactivos podran destilarse de nuevo en presencia de 1 g
aproximadamente de mantequilla deshidratada por 100 mililitros de disolvente. El agua que
se utilice debera ser destilada o, por lo menos, de igual pureza que el agua destilada.

1(a).3.1 Solucién de amoniaco, de un 25 por 100 aproximadamente, en masa por
volumen, de NHj3; (densidad aproximada a 20 °C, 0,91 g por ml), o una solucibn mas
concentrada conociéndose dicha concentracion.

1(a).3.2 Etanol de 96 = 2 por 100 en volumen o, en su defecto, etanol desnaturalizado
con metanol, etil-metil-cetona, benceno o éter de petrdleo.

1(a).3.3 Eter dietilico, exento de peréxidos.

Para el ensayo de los perdxidos, afadir a 10 ml de éter dietilico contenidos en una
pequeia probeta con tapdn de vidrio, previamente enjuagada con un poco de éter, 1 ml de
solucién al 10 por 100 de yoduro potasico, recién preparada. Agitar y dejar reposar durante 1
minuto. No debe aparecer coloracién amarilla en ninguna de las dos capas.

El éter dietilico puede mantenerse exento de peroxidos, afadiendo una ldamina de cinc
hameda, que debera sumergirse completamente en una solucién acida diluida de sulfato de
cobre durante 1 minuto y después lavarse con agua. Por litro de éter dietilico, utilizar una
superficie de 80 cm? aproximadamente de lamina de cinc cortada en bandas lo
suficientemente largas para que lleguen, por lo menos, hasta el centro del recipiente.

1(a).3.4 Eter de petroleo, de puntos de ebullicién entre 30° y 60 °C.

1(a).3.5 Disolvente mixto, preparado poco tiempo antes de su utilizacion, mezclando
volumenes iguales de éter dietilico y éter de petrdleo (se podra sustituir la mezcla de
disolventes en aquellos casos en que su utilizacidon esté prevista por éter dietilico o por éter
de petréleo).
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1(a).4 Procedimiento.

1(a).4.1 Preparacion de la muestra.—Poner la muestra a una temperatura de 20 °C.
Mezclarla cuidadosamente hasta obtener una distribucion homogénea de la materia grasa.
No agitar muy enérgicamente para evitar la formacion de espuma en la leche o el batido de
la materia grasa.

Si resulta dificultoso dispersar la capa de nata, calentar lentamente hasta 35-40 °C,
mezclando cuidadosamente y teniendo la precauciéon de reincorporar a la muestra la nata
que pudiera haberse adherido a las paredes del recipiente. Enfriar rapidamente la muestra
hasta la temperatura ambiente. Si se desea se puede utilizar un homogeneizador apropiado
para facilitar la dispersién de la grasa.

Si se separa la materia grasa liquida o se observa la presencia de particulas blancas de
forma irregular adheridas a las paredes del recipiente que contiene la muestra, el analisis no
dara resultados correctos.

1(a).4.2 Ensayo en blanco.—Al mismo tiempo que se determina el contenido en materia
grasa de la muestra, efectuar un ensayo en blanco con 10 ml de agua destilada en lugar de
la muestra, empleando el mismo tipo de aparato de extraccion, los mismos reactivos en las
mismas cantidades y siguiendo el mismo procedimiento que se describe a continuacion. Si el
resultado del ensayo en blanco excede de 0,5 mg, habra que comprobar los reactivos, y
aquel o aquellos que resulten impuros deberan sustituirse o purificarse.

1(a).4.3 Determinacién.—Secar el matraz [si se desea con algun material 1(a).2.5, que
facilite una ebullicion moderada durante la subsiguiente eliminacién de los disolventes] en la
estufa durante un intervalo de media a una hora. Dejar que se enfrie el matraz hasta la
temperatura ambiente de la balanza y, una vez enfriado, pesarlo con una aproximacion
de 0,1 mg.

Invertir tres o cuatro veces el recipiente que contiene la muestra preparada y pesar
inmediatamente en el aparato de extraccién, directamente o por diferencia de 10 a 11 g de la
muestra bien mezclada, con una aproximacién de 1 mg. Adadir 1,5 ml de la solucion de
amoniaco al 25 por 100, o un volumen equivalente de una solucién mas concentrada, y
mezclar convenientemente. Afadir 10 ml de etanol y mezclar suavemente, pero de modo
homogéneo, manteniendo abierto el aparato de extraccion. Aiadir 25 ml de éter dietilico,
cerrar el aparato y agitarlo vigorosamente, invirtiéndolo varias veces, durante 1 minuto. Si es
necesario, enfriar el aparato con agua corriente. Quitar el tapén cuidadosamente y afadir 25
ml de éter de petrdleo, utilizando los primeros ml para enjuagar el tapon y el interior del
cuello del aparato, dejando que los liquidos de los enjuagues penetren en el ultimo. Cerrarlo,
volviendo a colocar el tapén, y agitarlo e invertirlo repetidamente durante 30 segundos. Si no
esta previsto centrifugar, en la operacién descrita, no agitar muy enérgicamente.

Dejar el aparato en reposo hasta que la capa liquida superior esté completamente
limpida y claramente separada de la fase acuosa. Podra efectuarse igualmente la separacion
mediante el uso de una centrifuga adecuada Si se utiliza una centrifuga cuyo motor no sea
trifasico, pueden producirse chispas y sera preciso tomar las debidas precauciones para
evitar una explosién o un incendio debido a la presencia de vapores de éter (por ejemplo, en
caso de rotura de un tubo).

Quitar el tapon y enjuagarlo, asi como también el interior del cuello del aparato, con
algunos ml de la mezcla de disolventes, y dejar que los liquidos de los enjuagues penetren
en el aparato. Transvasar con cuidado el matraz, lo mas completamente posible, la capa
superior de decantacién o con la ayuda de un sifon. Si el transvase no se efectia mediante
sifon, tal vez sea necesario anadir un poco de agua para elevar la separacion entre las dos
capas, con objeto de facilitar la decantacion.

Enjuagar el exterior e interior del cuello del aparato, o el extremo y la parte inferior del
sifon, con algunos ml de la mezcla de disolventes. Dejar deslizar los liquidos del enjuague
del exterior del aparato dentro del matraz y los del interior del cuello y del sifon, dentro del
aparato de extraccion.

Proceder a una segunda extraccion repitiendo las operaciones descritas, desde la
adicion del éter dietilico, pero utilizando sélo 15 ml de éter dietilico y 15 ml de éter de
petrdleo. Efectuar una tercera extraccion procediendo como se indica anteriormente, pero
omitiendo el enjuague final. Eliminar con cuidado por evaporacion o destilacion la mayor
cantidad posible de disolvente (incluido el etanol). Si el matraz es de pequefa capacidad
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sera necesario eliminar un poco de disolvente después de cada extraccion de la manera
antes indicada.

Cuando ya no subsista olor a disolvente, calentar el matraz, tumbado, durante 1 hora en
la estufa. Dejar que el matraz se enfrie hasta la temperatura ambiente de la balanza como se
indicé y pesar con una aproximacion de 0,1 mg. Repetir la operacién calentando a intervalos
de 30 y 60 minutos hasta obtener una masa constante. Anadir de 15 a 25 ml de éter de
petréleo para comprobar si la materia extraida es totalmente soluble. Calentar ligeramente y
agitar el disolvente mediante un movimiento rotatorio hasta que toda la materia grasa se
disuelva.

Si la materia extraida es totalmente soluble en el éter de petréleo, la masa de materia
grasa sera la diferencia entre las pesadas efectuadas. En caso contrario o de duda, extraer
completamente la materia grasa contenida en el matraz, mediante lavados repetidos con éter
de petréleo caliente, dejando que se deposite la materia no disuelta antes de cada
decantacion. Enjuagar tres veces el exterior del cuello del matraz. Calentar el matraz,
tumbado, durante 1 hora en la estufa y dejar que se enfrie hasta la temperatura ambiente de
la balanza, como lo indicado anteriormente, y pesar con una aproximacién de 0,1 miligramo.
La masa de la Materia grasa sera la diferencia entre la masa obtenida y la obtenida en esta
pesada final.

1(a).5 Calculo.

La masa, expresada en gramos, de la materia grasa extraida es:

(M4 —=My) - (B1—Bpy)

y el contenido en materia grasa de la muestra, expresado en porcentaje de la masa, es:

(M;—M;)—(B;—B;)
S

% 100

M4 = masa, en gramos, del matraz M, que contiene la materia grasa después de desecar
hasta masa constante.

M, = masa, en gramos, del matraz M, sin materia grasa, o en el caso de presencia de
materias insolubles, después de extraer completamente la materia grasa.

B4 = masa, en gramos, del matraz B, del ensayo en blanco, después de desecar hasta
masa constante.

B, = masa, en gramos, del matraz B, o en el caso de presencia de materias insolubles,
después de extraer completamente la materia grasa.

S = masa, en gramos, de la cantidad de muestra utilizada en la determinacion.

La diferencia entre los resultados en dos determinaciones repetidas (resultados
obtenidos simultdneamente o uno inmediatamente después de otro, por el mismo analista)
no debe ser mayor de 0,03 g de materia grasa de 100 g de producto.

1(a).6 Referencia.
1. Norma internacional FIL-IDF 1A: 1969.

1(b). GRASA

(Leche desnatada)
1(b).1 Principio.

Este método es aplicable a las leches liquidas, no concentradas, y concretamente a la
leche esterilizada desnatada, definida en el Reglamento de Centrales Lecheras y otras
Industrias Lacteas.

Se entiende por contenido en materia grasa de la leche desnatada el porcentaje en masa
de la cantidad total de lipidos y sustancias lipoides, determinada por el procedimiento
expuesto a continuacion, que corresponde al descrito en la norma FIL-22: 1963 de la
Federacion Internacional de Lecheria.
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El contenido en materia grasa se determina gravimétricamente por adicion de amoniaco
y alcohol a una cantidad conocida de leche desnatada, extracciéon por un disolvente de los
lipidos y de las sustancias lipoides, evaporacion del disolvente y pesado del residuo,
obtenido por aplicacion del método Rése-Gottlieb.

1(b).2 Material y aparatos.

1(b).2.1 Balanza analitica, de sensibilidad minima 0,1 miligramos.

1(b).2.2 Probetas o matraces de extraccién apropiados provistos de tapones para cierre
hermético (corcho o vidrio esmerilado).

1(b).2.3 Erlenmeyer o matraces de fondo plano, de 150 a 250 ml de capacidad, con zona
esmerilada para identificacion.

1(b).2.4 Materiales que faciliten la ebullicidn, exentos de materia grasa; por ejemplo,
perlas de vidrio.

1(b).2.5 Dispositivos apropiados para la evaporacion de los disolventes.

1(b).2.6 Estufa que permita obtener una temperatura constante de 102-104 °C o estufa
de desecacion por vacio.

1(b).2.7 Pipetas graduadas de 10 ml.

1(b).3 Reactivos.

1(b).3.1 Etanol del 96 + 1 por 100 en volumen o etanol desnaturalizado con metanol o
con éter de petréleo.

1(b).3.2 Eter dietilico, de punto de ebullicién entre 34 y 35 °C, exento de peréxidos,

1(b).3.3 Eter de petroleo, de puntos de ebullicién entre 40 y 60 °C.

1(b).3.4 Solucién de amoniaco del 25 por 100 (densidad 0,91 a 20 °C) limpida e incolora.

Los reactivos no deben dejar residuos después de la evaporacion.

1(b).4 Procedimiento.

1(b).4.1 Preparacién de la muestra.—Mezclar la muestra cuidadosamente. En caso
necesario, calentar la muestra a 35-40 °C y mezclar. Enfriar a 20 °C antes del analisis.

1(b).4.2 Determinacion.—Con una aproximacion de 10 miligramos, pesar alrededor de 10
g, o introducir exactamente 10 milimetros (a 20 + 2 °C) de leche desnatada en el aparato de
extraccion. Afadir 1 ml de la solucion de amoniaco y mezclar cuidadosamente. Anadir 10 mi
de etanol y mezclar el contenido. Afadir 25 ml de éter dietilico y, después de cerrar el
aparato de extraccion, mezclar el contenido agitando e invirtiendo varias veces durante 1
minuto. Afadir 25 ml de éter de petréleo, cerrar el aparato de extraccion y mezclar el
contenido agitando e invirtiendo repetidas veces.

Dejar reposar el aparato de extraccién por lo menos 2 horas o centrifugar (por lo
menos 5 minutos a 500-600 revoluciones por minuto) hasta que la capa éter dietilico-éter de
petroleo esté totalmente limpida y completamente separada de la fase acuosa. Transvasar,
lo mas completamente posible, la capa éter dietilico-éter de petréleo por decantacion, o con
ayuda de un dispositivo de sifon (teniendo cuidado de no traspasar la fase acuosa), a un
erlenmeyer o matraz de fondo plano, que contenga un material destinado a facilitar la
ebullicion, previamente desecado y pesado.

Realizar una segunda extraccion utilizando 15 ml de éter dietilico y 15 ml de éter de
petroleo, siguiendo el procedimiento indicado. Transvasar al mismo matraz la capa éter
dietilico-éter de petroleo como se indica anteriormente. Destilar con cuidado los disolventes
contenidos en el matraz.

Después de la evaporacion de los disolventes, secar la materia grasa durante 1 hora en
estufa de vacio a 70°-75 °C (presion inferior a 50 mm de mercurio), o en una estufa de
presion normal a 102-104 °C, colocando el matraz en posicion horizontal. Dejar enfriar el
matraz y pesar cuando haya alcanzado la temperatura ambiente. Continuar el proceso de
desecacion hasta peso constante (desecacion en vacio) o hasta un ligero aumento del peso
(desecacion a presion normal). En el Ultimo caso, tomar para el calculo el ultimo valor
encontrado antes del aumento del peso. Si se considera necesario, la materia grasa puede
volver a disolverse en éter de petréleo para comprobar el resultado del analisis.

1(b).4.3 Ensayo en blanco.—Para el control de los reactivos es necesario efectuar un
analisis en blanco siguiendo exactamente la forma de operar indicada y utilizando 10 ml de
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agua en lugar de leche desnatada. El ensaya en blanco no debera indicar mas que una
cantidad inapreciable.

Para determinar la influencia de las variaciones de temperatura y humedad del aire,
pesar un matraz y tratarlo como el utilizado para el analisis, pero sin llenarlo con los
disolventes.

1(b).5 Célculo.

En el calculo de porcentaje de materia grasa se tendran en cuenta, si es necesario, los
valores encontrados en los ensayos en blanco. Si la cantidad de leche tomada para el
analisis se ha tomado con ayuda de una pipeta, es necesario tener en cuenta la densidad de
la leche.

La diferencia entre los resultados en dos determinaciones repetidas no debe ser mayor
de 0,005 g de materia grasa por 100 g de producto.

1(b).6 Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 22: 1963.

1(c). GRASA

(Leches concentrada, evaporada y condensada)
1(c).1 Principio.

Este método es aplicable a las leches concentrada, evaporada y condensada, enteras o
desnatadas, definidas en el Reglamento de Centrales Lecheras y otras Industrias Lacteas.

Se entiende por contenido en materia grasa de las leches concentrada, evaporada y
condensada el porcentaje en masa de las sustancias determinadas por el procedimiento
expuesto a continuacion, que corresponde al descrito en la norma FIL-13A: 1969 de la
Federacion Internacional de Lecheria.

El contenido en materia grasa se determina gravimétricamente por extraccion de la
citada materia grasa en una solucion alcohdlico-amoniacal del tipo de leche de que se trate,
mediante éter dietilico y éter de petroleo, evaporacion de los disolventes y pesado del
residuo, segun el principio del método de Rdse-Gottlieb.

1(c).2 Material y aparatos.

1(c).2.1 Balanza analitica.

1(c).2.2 Probetas o matraces de extracciéon adecuados provistos de tapones de vidrio
esmerilado, de tapones de corcho u otros dispositivos de cierre inatacables por los
disolventes utilizados. Los tapones de corcho seran de buena calidad y se trataran
sometiéndolos sucesivamente a extracciones con éter dietilico y con éter de petréleo.
Después se introduciran, durante 20 minutos por lo menos, en agua a una temperatura
de 60 °C o superior y se dejaran enfriar también en agua con objeto de que estén saturados
cuando se utilicen.

1(c).2.3 Matraces de paredes delgadas y bases planas de una capacidad de 150 a 250
ml.

1(c).2.4 Estufa de desecacién bien ventilada y controlada termostaticamente (ajustada
para que funcione a una temperatura de 102 + 2 °C) o una estufa de desecacion por vacio
(temperatura 70-75 °C, presion menor de 50 mm de Hg).

1(c).2.5 Materiales para facilitar la ebullicion, exentos de materia grasa, no porosos ni
deleznables al ser utilizados, como, por ejemplo, perlas de vidrio o trozos de carburo de
silicio (el empleo de estos materiales es facultativo).

1(c).3 Reactivos.

Todos los reactivos deben ser de calidad pura para analisis y no dejar en la evaporacién
mayor cantidad de residuos que la autorizada para el ensayo en blanco. En caso necesario,
los reactivos podran destilarse de nuevo en presencia de 1 g, aproximadamente, de
mantequilla deshidratada por 100 ml de disolvente. El agua que se utilice debera ser
destilada o por lo menos de igual pureza que el agua destilada.
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1(c).3.1 Solucion de amoniaco de un 25 por 100, aproximadamente, en masa por
volumen de NHj3; (densidad aproximada a 20 °C, 0,91 g por ml) o una solucibn mas
concentrada, conociéndose dicha concentracion.

1(c).3.2 Etanol de 96 £ 2 por 100 en volumen, o etanol desnaturalizado con metanol, etil-
metil-cetona, benceno o éter de petréleo.

1(c).3.3 Eter dietilico exento de peroxidos.

Para el ensayo de los perdxidos, anadir a 10 ml de éter dietilico contenidos en una
pequefia probeta con tapdn de vidrio, previamente enjuagada con un poco de éter, 1 ml de
solucién al 10 por 100 en yoduro potasico recién preparada. Agitar y dejar reposar durante
un minuto. No debe aparecer coloraciéon amarilla en ninguna de las dos capas.

El éter dietilico puede mantenerse exento de peréxidos afiadiendo una lamina de cinc
himeda, que debera sumergirse completamente en una solucién acida diluida de sulfato de
cobre durante 1 minuto y después lavarse con agua. Por litro de éter dietilico utilizar una
superficie de 80 cm?, aproximadamente, de lamina de cinc cortada en bandas lo
suficientemente largas para que lleguen, por lo menos, hasta el centro del recipiente.

1(c).3.4 Eter de petréleo de puntos de ebullicion entre 30 y 60 °C.

1(c).3.5 Disolvente mixto preparado poco tiempo antes de su utilizacion mezclando
volumenes iguales de éter dietilico y éter de petrdleo (se podra sustituir la mezcla de
disolventes, en aquellos casos en que su utilizacion esté prevista, por éter dietilico o por éter
de petréleo).

1(c).4 Procedimiento.
1(c).4.1 Preparacion de la muestra.

1(c).4.1.1 Leche concentrada y leche evaporada.—Agitar e invertir el recipiente que
contiene la muestra. Abrir y transvasar lentamente la leche a un segundo recipiente (provisto
de cierre hermético). Mezclar mediante transvases sucesivos, teniendo cuidado de
incorporar a la muestra toda la materia grasa u otro constituyente adheridos a las paredes o
al fondo del primer recipiente. Finalmente, transvasar la leche lo mas completamente posible
al segundo recipiente y cerrar este ultimo.

En caso necesario, templar el envase original, cerrado, en bafo de Maria a 40-60 °C.
Sacarlo y agitar vigorosamente cada 15 minutos. Al cabo de 2 horas, retirar el envase y
dejarlo enfriar hasta temperatura ambiente. Quitar totalmente la tapadera y mezclar
cuidadosamente removiendo el contenido con una cuchara o espatula (si se separa la
materia grasa no se debe efectuar el analisis de la muestra).

En el caso de envases flexibles, abrirlos y transvasar el contenido a un vaso. Rasgar los
envases, despegar todas las materias adheridas a las paredes e introducirlas en el vaso.

1(c).4.1.2 Leche condensada.—Abrir el recipiente que contiene la muestra y mezclar
cuidadosamente la leche con una cuchara o una espatula. Imprimir a este instrumento un
movimiento rotativo ascendente y descendente de manera que las capas superiores e
inferiores se mezclen bien con el resto del contenido. Tener cuidado de reincorporar a la
muestra toda la masa de leche que pudiera haberse adherido a las paredes y a los fondos
del recipiente. Transvasar la leche lo mas completamente posible a un segundo recipiente
(provisto de cierre hermético) y cerrar este ultimo.

En caso necesario, templar el bote original, cerrado, en bano de Maria a 30-40 °C. Abrir
el bote, desprender toda la leche adherida a las paredes del mismo, transvasar a una
capsula lo suficientemente grande para permitir un manejo cuidadoso y mezclar hasta que
toda la masa sea homogénea.

En el caso de tubos flexibles, abrirlos y transvasar el contenido a un vaso. Rasgar los
tubos, despegar todas las materias adheridas a las paredes e introducirlas en el vaso.

1(c).4.2 Ensayo en blanco.—Al mismo tiempo que se determina el contenido en materia
grasa de la muestra, efectuar un ensayo en blanco con 10 ml de agua destilada en lugar de
la muestra, empleando el mismo tipo de aparato de extraccion, los mismos reactivos en las
mismas cantidades y siguiendo el mismo procedimiento que se describe a continuacion. Si el
resultado del ensayo en blanco excede de 0,5 mg, habra que comprobar los reactivos y
aquél o aquéllos que resulten impuros deberan sustituirse o purificarse.
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1(c).4.3 Determinacion.—Proceder como en 1 (a).4.3, excepto que se pesade 4 a5 g de
la muestra, afiadiendo a continuacién 7 ml de agua, agitando suavemente y calentando
ligeramente (40-50 °C) hasta la dispersion total del producto.

1(c).5 Calculo.

Como en 1(a).5.

1(c).6 Referencia.

1. Norma Internacional FIL-IDF 13A: 1969.

1(d). GRASA

(Leche en polvo)
1(d).1 Principio.

Este método es aplicable a las leches en polvo, entera, parcialmente desnatada y
desnatada, definidas en el Reglamento de Centrales Lecheras y otras Industrias Lacteas.

Se entiende por contenido en materia grasa de la leche en polvo el porcentaje en masa
de las sustancias determinadas por el procedimiento expuesto a continuacion, que
corresponde al descrito en la norma FIL-9A: 1969 de la Federaciéon Internacional de
Lecheria.

El contenido en materia grasa se determina gravimétricamente por extraccion de la
citada materia grasa de una solucion alcoholico-amoniacal de leche en polvo mediante éter
dietilico y éter de petréleo, evaporacion de los disolventes y pesado del residuo, segun el
principio del método Rése-Gottlieb.

1(d).2 Material y aparatos.
1(d).2.1, 2, 3,4,5y 6 como 1(a).2.1,2,3,4,5y 6.
1(d

).

).3 Reactivas.

1(d).3.1,2, 3,4y 5, como 1(a).3.1,2,3,4y 5.
)-

1(d).4 Procedimiento.

1(d).4.1 Preparacion de la muestra.—Transvasar la leche en polvo a un recipiente limpio y
seco (provisto de cierre hermético) de una capacidad que corresponda, aproximadamente, a
dos veces el volumen del polvo. Cerrar en seguida el recipiente y mezclar cuidadosamente la
leche en polvo agitandolo e invirtiéndolo repetidamente. Durante la preparacion de la
muestra debera evitarse, en la medida de lo posible, la exposicion de la leche en polvo al
aire atmosférico con objeto de reducir al minimo la absorciéon de humedad.

1(d).4.2 Ensayo en blanco.—Como en 1(a).4.2.

1(d).4.3 Determinacién.—Como en 1 (a).4.3, excepto que se pesa, aproximadamente, 1 g
de leche entera en polvo o0 1,5 g de leche parcialmente desnatada en polvo o de leche
desnatada en polvo afnadiendo 10 ml de agua y agitando hasta la dispersion total del polvo
de leche. Después de afadir la solucién de amoniaco, calentar en bano Maria a una
temperatura de 60-70 °C durante 15 minutos, agitando de cuando en cuando, y enfriar a
continuacion con agua corriente, si se desea.

1(d).5 Calculo.

Como en 1(a).5.

1(d).6 Referencia.

1. Norma Internacional FIL-IDF 9A: 1969.
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1(e). GRASA

(Leche natural) (Método Gerber)
En el caso de leche natural se puede emplear, como alternativo, el método Gerber.
1(e).1 Principio.

Liberacion total de la grasa por disolucidon de las sustancias proteicas, separacion de la
grasa por centrifugacion y posterior medida volumétrica de ésta.
Aplicable a leche natural, pasterizada y esterilizada.

1(e).2 Material y aparatos.

1(e).2.1 Pipetas aforadas de 11 ml.

1(e).2.2 Dosificador de émbolo de 10 ml para el acido sulfurico.

1(e).2.3 Bafo de agua regulable a 65 °C.

1(e).2.4 Centrifuga Gerber.

1(e).2.5 Butirometros original Gerber. Se pueden utilizar de varios tipos.

).
).
).
).
).
1(e).2.5.1 Graduacion de 0-5 por 100 divisiones en 0,1. Cuello ranurado.
1(e).2.5.2 Graduacion de 0-5 por 100 divisiones en 0,1. Cuello liso.
1(e).2.5.3 Graduacion de 0-7 por 100 divisiones en 0,1. Cuello ranurado.
1(e).2.5.4 Graduacion de 0-9 por 100 divisiones en 0,1. Cuello ranurado.
).
).
).
).
).

1(e).2.6 Tapones de caucho.
1(e).2.7 Empujador metalico.

1(e).3 Reactivos.

1(e).3.1 Acido sulfarico d = 1,82 y riqueza 90-91 por 100.
1(e).3.2 Alcohol isoamilico.

1(e).4 Procedimiento.

Colocar en el butirdmetro 10 ml de SO4H, [1(e)3.1] y agregar 11 ml de leche con cuidado
y lentamente para que no se mezclen, observandose claramente la separacion de ambas
capas, acida y de leche.

Agregar a continuacion 1 ml de alcohol isoamilico (con dosificador) y cerrar el
butirometro. Agitar enérgicamente, envuelto en un pafio para evitar posibles proyecciones
hasta la total disolucion de la fase proteica de la leche. Verter y dejar en reposo algun tiempo
para observar mejor si la disolucion ha sido completa. Llevar a la centrifuga durante 5
minutos. Sacar de la centrifuga con cuidado para no mover la capa superior de grasa ya
separada. Colocar en el bario (65 °C) durante 5 minutos. Sacar y leer rapidamente.

1(e).5 Célculo.
Se lee directamente en la escala del butirometro.
1(e).6 Observaciones.

1(e).6.1 A veces el volumen de liquidos en el butirdmetro no es suficiente para que la
columna de grasa quede en la escala graduada; en este caso, antes de centrifugar, afadir
unas gotas de acido sulfurico o simplemente agua si es después de la centrifugacion, para
conseguir que dicha columna pueda ser leida.

1(e).6.2 Puede ser conveniente después de la agitacion del butirbmetro y antes de
centrifugar, colocarlo en el bafio a 65 °C de 5 a 15 minutos para que el ataque sea lo mas
completo posible, aunque presenta el inconveniente de hacer el glébulo graso mas pequerio,
produciéndose un ligero aumento del volumen de grasa, obteniéndose un valor ligeramente
por exceso. A pesar de todo, si dicho tiempo de resistencia en el bafo no se prolonga mas
alla de esos 15 minutos, la variacion apenas es apreciable, quedandose dentro del error
experimental 0,05 por 100 en MG propio del método.

Sin embargo, presenta la ventaja de apreciar claramente antes de la centrifugacion si la
disolucion ha sido total, factor fundamental en la determinacion.
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1(e).6.3 En leches conservadas mediante formol, la disolucion de la proteina es
imposible o incompleta, por lo que la separacion de la capa grasa en la centrifugacién no es
completa ni nitida. No es aconsejable en dicho caso el empleo de este método.

2. PROTEINAS
2.1 Principio.

Se entiende por contenido en proteinas de la leche el contenido en nitrégeno expresado
en porcentaje en peso y multiplicado por el factor de conversion, que se determina por el
método expuesto a continuacién, el cual corresponde al descrito en la norma FIL-20: 1962
de la Federacion Internacional de Lecheria.

Este método es aplicable a las leches no alteradas, natural, certificada, higienizada,
esterilizada y a las reconstituidas asimismo no alteradas, posteriormente de las leches
concentrada, evaporada, condensada y en polvo.

La determinacion del nitrégeno total se realiza por aplicacion del método Kjeldahl: una
determinada cantidad pesada de leche se trata con acido sulfurico en presencia de 6xido de
mercurio como catalizador con objeto de transformar el nitrogeno de los compuestos
organicos en nitrogeno amoniacal. El amoniaco se libera por adicion de sosa caustica, se
destila y se recoge a una solucion de acido bérico. A continuacién se valora el amoniaco.

2.2 Material y aparatos.

2.2.1 Balanza analitica de 1 mg de sensibilidad minima.

2.2.2 Aparato de digestion que permita mantener el matraz Kjeldahl en una posicién
inclinada y provisto de un sistema de calentamiento que no afecte mas que a la parte del
matraz ocupada por el liquido.

2.2.3 Matraz Kjeldahl de 500 ml de capacidad.

2.2.4 Refrigerante Liebig de tubo interior rectilineo.

2.2.5 Un tubo de salida con bulbo de seguridad esférico, conectado a la parte inferior del
refrigerante por unién esmerilada.

2.2.6 Una alargadera conectada al matraz Kjeldahl y al refrigerante Liebig por medio de
goma. Uniones esmeriladas.

2.2.7 Un matraz erlenmeyer de 500 ml de capacidad.

2.2.8 Probetas graduadas de 25, 50, 100 y 150 ml.

2.2.9 Bureta de 50 ml graduados a 0,1 ml.

2.2.10 Materiales para facilitar la ebullicion. En la digestion, pequefios trozos de
porcelana dura o perlas de vidrio, y en la destilacién, pequefnos trozos de piedra pomez
recién calcinados.

2.3 Reactivos.

2.3.1 Sulfato potasico.

2.3.2 Oxido de mercurio rojo.

2.3.3 Acido sulfirico concentrado (densidad: 1,84 a 20 °C).

2.3.4 Solucion de sosa caustica: 500 g de hidroxido sédico (NaOH) y 12 g de sulfuro de
sodio (SNa, - 9H,0) disueltos en 1.000 ml de agua destilada.

2.3.5 Solucién de acido bodrico: 40 g de acido bédrico disuelto en 1.000 ml de agua
destilada.

2.3.6 Acido clorhidrico 0,1 N.

2.3.7 Indicador: 2 g de rojo de metilo y 1 g de azul de metileno disueltos en 1.000 ml de
alcohol etilico del 96 por 100.

2.3.8 Solucion de tetraborato de sodio para la valoracién del acido clorhidrico.

Los reactivos y las soluciones utilizadas no deben contener sustancias nitrogenadas.

2.4 Procedimiento.

2.4.1 Preparacion de la muestra.—Antes del analisis poner la muestra a 20 £ 2 °C y
mezclarla cuidadosamente. Si no se obtiene una dispersion homogénea de la materia grasa,
calentarla lentamente a 40 °C, mezclar suavemente y enfriarla de nuevo a 20 £ 2 °C.
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2.4.2 Determinacion.—Introducir sucesivamente en el matraz Kjeldahl algunas perlas de
vidrio o pequenos trozos de porcelana, alrededor de 10 g de sulfato potasico, 0,5 g de 6xido
de mercurio y alrededor de 5 g de leche exactamente pesados, con aproximacion de 1 mg.

Afadir 20 ml de acido sulfurico y mezclar el contenido del matraz. Calentar
cuidadosamente el matraz Kjeldahl sobre el dispositivo para la reaccién hasta que no se
forme espuma y el contenido se vuelva liquido. Continuar la reaccién por calentamiento mas
intenso, hasta que el contenido del matraz esté perfectamente limpido e incoloro. Durante el
calentamiento, agitar de cuando en cuando el contenido del matraz, Cuando el liquido esté
perfectamente limpido, proseguir la ebullicion durante una hora y media, evitando todo
sobrecalentamiento local.

Dejar enfriar el contenido del matraz a la temperatura ambiente, afiadir alrededor de 150
ml de agua destilada y algunos fragmentos de piedra pomez, mezclar cuidadosamente y
dejarlo todavia enfriar algo mas, Con la ayuda de una probeta graduada, verter 50 ml de
solucién de &cido bdrico en el matraz erlenmeyer, afadir cuatro gotas de indicador y
mezclar. Situar el matraz erlenmeyer bajo el refrigerante, de manera que el extremo del tubo
de salida se introduzca en la solucién de acido bérico. Con la ayuda de una probeta
graduada afiadir al con-tenido del matraz Kjeldahl 80 ml de la solucién de sosa caustica que
contiene sulfuro. Durante esta operacion, mantener el matraz inclinado, de tal manera que la
sosa se deslice a lo largo de la pared del recipiente y que los liquidos no se mezclen.
Conectar inmediatamente el matraz Kjeldahl al refrigerante por medio de la alargadera.
Mezclar el contenido del matraz por agitacion. Calentar a ebullicidon evitando la espuma.
Proseguir la destilacion hasta el momento en que el contenido del matraz presente ebullicion
a saltos. Regular el calentamiento de manera que la destilacion dure por lo menos 20
minutos. Enfriar bien el destilado para evitar que se caliente la solucién del acido borico.
Poco tiempo antes de terminar la destilacion, bajar el matraz erlenmeyer para que el tubo de
salida no esté introducido en la solucion de acido boérico. Detener el calentamiento; elevar el
tubo de salida y enjuagar sus paredes exteriores e interiores con un poco de agua destilada.
Valorar el destilado con acido clorhidrico 0,1 N.

2.4.3 Ensayo en blanco.—Efectuar un ensayo en blanco, aplicando el método operatorio
descrito, pero utilizando cinco mililitros de agua destilada en lugar de leche.

2.5 Célculo.

2.5.1 Nitrégeno total.—Se calcula el contenido en nitrégeno total mediante la formula

Nitrégeno total %:w

N = normalidad del acido clorhidrico.

V4 = volumen en mililitros de acido clorhidrico utilizado en la determinacion.
Vg = volumen en mililitros de acido clorhidrico utilizado en el ensayo en blanco
P = peso en gramos de la leche empleada en el analisis.

La diferencia maxima entre dos determinaciones repetidas no debe sobrepasar el 0,005
por 100 de nitrégeno.

2.5.2 Proteinas.—Para expresar el contenido en proteinas de la leche analizada es
preciso multiplicar la cantidad de nitrégeno total, obtenida seguin el método descrito, por un
factor de conversién que se fija en 6,38. En consecuencia, el contenido en proteinas viene
dado por la férmula

40 N (V—V
Proteinas % == (Pl 0)x6,38

2.6 Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 20: 1962.

3. CASEINA
3.1 Principio.
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Se entiende por contenido en caseina de la leche el contenido en proteinas, expresado
en porcentaje en peso, obtenidas después de una precipitacion a pH 4,6, siguiendo el
procedimiento expuesto a continuacidon, que corresponde a la norma FIL-29: 1964 de la
Federacion Internacional de Lecheria.

Este método es aplicable a las leches no alteradas, natural, certificada, higienizada,
esterilizada y a las reconstituidas también, no alteradas posteriormente, de las leches
concentrada, evaporada, condensada y en polvo. Asimismo puede aplicarse a las muestras
de leche conservadas por adicion de formaldehido (1: 2.500).

Se determina la cantidad total de nitrégeno de la leche. A continuacién la caseina se
precipita con un tampén acético-acetato y se filtra. Se determina luego la cantidad de
nitrégeno del filtrado.

La cantidad de caseina se calcula con estas dos determinaciones de nitrégeno, que se
realizan por el método Kjeldahl, segun el método 2.

3.2 Material y aparatos.

3.2.1 Pipetas de 0,5, 1y 10 ml.

3.2.2 Probeta graduada de 100 ml.

3.2.3 Matraz graduado de 100 ml.

3.2.4 Papel filtro, lavado en acido, velocidad media: de 11 a 12,5 cm.
3.2.5 Embudos.

3.3 Reactivos.

3.3.1 Solucién de acido acético al 10 por 100 (en peso por volumen).
3.3.2 Solucién de acetato de sodio, 1 N.

3.4 Procedimiento.

3.4.1 Preparacion de la muestra.—Antes del analisis poner la muestra a 20 + 2 °C y
mezclar cuidadosamente. Si no se obtiene una dispersion homogénea de la materia grasa,
calentar la muestra lentamente a 40 °C; mezclar suavemente y enfriar a 20° + 2 °C.

3.4.2 Determinacion.—Determinar el contenido total en nitrégeno (NT) de la leche
utilizando el método Kjeldahl, segun el método 2.

Precipitar la caseina de la siguiente manera:

Llevar con pipeta 10 ml de leche a un matraz aforado de 100 ml. Afadir 75 ml de agua
a 40 °C; después un ml de la solucion de acido acético. Mezclar suavemente el contenido del
matraz y esperar 10 minutos. Afadir con pipeta un ml de la solucién de acetato de sodio.
Mezclar de nuevo. Dejar enfriar el contenido del matraz a unos 20 °C, completar hasta 10 mi
con agua y mezclar invirtiendo lentamente el matraz. Cuando el precipitado de caseina y
materia grasa se haya depositado, filtrar con filtro seco y recoger el filtrado en un recipiente
seco.

Determinar el contenido en nitrogeno de 50 ml del filtrado limpido (nitrdgeno no
caseinico: NNC), utilizando el método Kjeldahl segun el método 2.

3.4.3 Ensayo en blanco.—Ademas del ensayo en blanco previsto en el método 2, relativo
a la determinacion del contenido en nitrogeno total de la leche, conviene hacer un ensayo en
blanco para comprobar los reactivos que precipitan la caseina, utilizando 50 ml de agua, 0,5
ml de la solucion de acido acético y 0,5 ml de la solucion de acetato de sodio.

3.5 Calculo.

Calcular el porcentaje en peso de NT en la leche y del NNC en el suero limpido con tres
cifras significativas. Corregir la cifra obtenida para NNC por el volumen del precipitado,
multiplicando el valor obtenido por 0,994. Calcular la cantidad de caseina mediante la
férmula

Cantidad de caseina % = 6,38 (NT — NNC)

La aplicacion de este factor a todas las leches enteras no entrafa error sensible; sin
embargo, si se aplica el método a leche desnatada, el factor de correccion utilizado debera
ser 0,998.
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La diferencia entre dos determinaciones repetidas no debe sobrepasar el 0,04 por 100
de caseina.

3.6 Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 29: 1964.

4. LACTOSA
4.1 Principio.

Se entiende por contenido en lactosa de la leche el contenido en lactosa monohidratada
expresado en porcentaje en peso, determinado por el procedimiento expuesto a
continuacion, que corresponde al descrito en la norma FIL-28: 1964 de la Federacién
Internacional de Lecheria.

Este método es aplicable a las leches no alteradas natural, certificada, higienizada,
esterilizada y a las reconstituidas, asimismo no alteradas posteriormente, de las leches
concentrada, evaporada, condensada y en polvo. También puede aplicarse a las muestras
de leche conservadas por adicion de formaldehido (1:2.500).

El contenido en lactosa se determina indirectamente, una vez desproteinizada la leche,
por valoracion de la cantidad de halégeno reducido al final de la reduccién entre lactosa y
yoduro potasico-cloramina T.

4.2 Material y aparatos.

4.2.1 Balanza analitica.

4.2.2 Matraces aforados de 100 ml.

4.2.3 Pipetas de 5, 10, 20, 25 y 40 ml.

4.2 .4 Papel filtro (lavado en acido, velocidad media: 11 a 12,5 cm).
4.2.5 Embudos filtrantes.

4.2.6 Matraces erlenmeyer, de una capacidad de 150 a 200 ml.
4.2.7 Matraces erlenmeyer, de 150 ml con cierre esmerilado.

4.2.8 Bureta de 10 ml graduada a 0,02 ml.

4.3 Reactivos.

4.3.1 Reactivo del &cido tungsténico: Disolver 7 g de tungstanoto de sodio
(WOy4Na, - 2H,0) en 870 ml de agua; afadir 0,1 ml de una solucién de acido ortofosférico
(88 por 100 en peso) y 70 ml de una solucién de acido sulfarico 1 N.

4.3.2 Solucion de cloramina T, 0,040 N (5,70 g por litro).

4.3.3 Solucion de tiosulfato de sodio normalizada a un poco mas de 0,040 N.

4.3.4 Solucion de yoduro potasico del 10 por 100, recientemente preparada, incolora.

4.3.5 Solucion de acido clorhidrico, 2 N.

4.3.6 Solucion de almidén soluble del 1 por 100.

4.4 Procedimiento.

4.4.1 Preparacion de la muestra.—Antes de analisis poner la muestra a 20 + 2 °C y
mezclarla con cuidado. Si no se obtiene una dispersion homogénea de la materia grasa,
calentar la muestra lentamente a 40 °C, mezclar suavemente y enfriar a 20 + 2 °C.

4.4.2 Determinacion.—Llevar con pipeta 10 ml de leche a matraz aforado de 100 ml.
Afadir 25 ml de agua, 40 ml del reactivo de acido tungsténico y mezclar suavemente.
Completar hasta 100 ml con agua, mezclar y dejar que se deposite el precipitado. Filtrar con
un filtro seco y recoger en un matraz seco. Con una pipeta tomar 10 ml de filtrado y ponerlo
en un matraz erlenmeyer de 150 ml provisto de tapdn esmerilado. Afadir 5 ml de la solucién
de yoduro potasico y exactamente 20 ml de la solucién de cloramina T. Mezclar. Tapar el
matraz con su tapoén, previamente humedecido con un poco de solucién de yoduro potasico
y mantenerlo en la oscuridad durante una hora y media a 18-20 °C. Quitar el tapon,
enjuagarlo en el matraz con un poco de agua y afadir 5 ml de la solucion de acido
clorhidrico. Anadir exactamente 10 ml de la solucién de tiosulfato de sodio. Valora con una
aproximacion de 0,02 ml con la solucion de tiosulfato. Hacia el final de la valoracion, anadir
dos o tres gotas de la solucién de almidon.
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4.4.3 Ensayo en blanco.—Efectuar un ensayo en blanco siguiendo exactamente el
método operatorio descrito, pero empleando 10 ml de agua en lugar del filtrado.

4.5 Célculo.

Calcular la diferencia entre los valores de tiosulfato obtenidos para el ensayo en blanco y
para el de la leche. Corregir el valor en funcidon del volumen del precipitado, multiplicando
por 0,992. Convertir la cifra obtenida en lactosa monohidratada, teniendo en cuenta que 1 ml
de solucién de tiosulfato 0,040 N corresponde a 0,00720 g de lactosa monohidratada.
Expresar los resultados en porcentajes de lactosa monohidratada.

La aplicaciéon de este factor 0,992 a todas las leches enteras no ocasiona ningun error
sensible; sin embargo, si el método se aplica a la leche desnatada, debe utilizarse 0,996
como factor de correccion.

La diferencia maxima entre dos determinaciones repetidas no debe sobrepasar de 0,05
por 100 de lactosa.

4.6 Observaciones.

La solucién de tiosulfato se debe normalizar periédicamente, por ejemplo, por valoracion
de 10 ml de yodato de potasio 0,040 N, a los que se habra afadido 5 ml de la solucién de
yoduro potasico y 5 ml de la solucion de acido clorhidrico.

La concentracion de la solucién de tiosulfato ha sido elegida de tal forma que la lectura
en bureta sea de 2 a 3,5 ml para la mayor parte de las muestras de leche y de 9,5 a 9,7 ml
para los ensayos en blanco.

Cuando se proceda a una serie de analisis se deben preparar los filirados y los ensayos
en blanco hasta la adicién de yoduro de potasio inclusive. Finalmente se afiade rapidamente
la solucion de cloramina T a cada matraz y se anota la hora. Después de una hora y media
(se admite una tolerancia de una hora veinte minutos a una hora cuarenta minutos) se anade
el acido clorhidrico en todos los matraces y siguiendo el mismo orden. Asi se paraliza la
reaccion y los matraces se pueden valorar por turno

4.7 Referencia.

1. Norma Internacional FIL-IDF 28: 1967.
5(a). EXTRACTO SECO

(Leches natural, certificada, higienizada y esterilizada)
5(a).1 Principio.

Se entiende por contenido en extracto seco de las leches natural, certificada, higienizada
y esterilizada, el residuo, expresado en porcentaje en peso, obtenida después de efectuada
la desecacion de la leche de que se trate por el procedimiento expuesto a continuacion, que
corresponde al descrito en la norma F1L-21: 1962 de la Federacion Internacional de
Lecheria.

Una cantidad conocida de leche se deseca a temperatura constante hasta peso
constante. El peso obtenido después de desecar representa el de la materia seca.

5(a).2 Material y aparatos.

5(a).2.1 Balanza analitica, de sensibilidad 0,1 ml como minimo.

5(a).2.2 Desecador provisto de un buen deshidratante (gel de silice con indicador
higrométrico).

5(a).2.3 Estufa de desecacién que permita conseguir una temperatura constante de 102
+ 2 °C.

5(a).2.4 Capsulas metalicas planas, en metal inoxidable o de vidrio de 2 cm de altura
aproximadamente y de 6 a 8 cm de diametro, aproximadamente, con tapas adecuadas.

5(a).2.5 Bano de agua.

5(a).3 Procedimiento.
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5(a).3.1 Preparacion de la muestra.—Antes del analisis, poner la muestra a 20 £+ 2 °C y
mezclarla cuidadosamente. Si no se obtiene una buena reparticion de la materia grasa,
calentar lentamente a 40 °C, mezclarla suavemente y enfriarla, a 20 £ 2 °C.

5(a).3.2 Determinacion.—Secar la capsula y la tapa a 102 £ 2 °C durante 30 minutos.
Colocar la capsula tapada en un desecador, dejarla enfriar a la temperatura ambiente y
pesarla. Poner aproximadamente 3 ml de la muestra en la capsula, tapar la capsula con la
tapa y pesarla. Poner la capsula destapada en bafo de agua durante 30 minutos. Poner la
capsula y la tapa en una estufa de desecacion a 102 + 2 °C durante 2 horas. La tapa se
debe poner a un lado de la capsula. Cubrir la capsula con la tapa y ponerla en el desecador;
dejarla enfriar y pesarla. Ponerla 1 hora mas en la estufa de desecacion; dejarla enfriar y
pesarla. Repetir la desecacidon hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no
sea mayor de 0,5 mg.

5(a).4 Calculo.

Contemdo en extracto seco % Z%X 100

P' = peso en gramos de la muestra después de la desecacion.
P = peso en gramos de la muestra antes de la desecacion.

Si a la muestra de la leche se le han adicionado como conservadores sustancias no
volatiles, como, por ejemplo, dicromato potasico, se debe corregir la expresion del extracto
Seco como sigue:

Contenido en extracto seco % :g - g X 100

C' = cantidad de conservante no volatil en la muestra analizada.

C = porcentaje de conservante XL~

100
En caso de ser dicromato potasico, el contenido porcentual de conservante se determina
segun el método 7.
La diferencia entre dos determinaciones repetidas no debe ser mayor de 0,05 por 100
del extracto seco.

5(a).5 Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 21: 1962.

5(b). EXTRACTO SECO

(Leches concentrada, evaporada y condensada)
5(b).1. Principio.

Se entiende por contenido en extracto seco de las leches concentrada, evaporada y
condensada, el residuo, expresado en porcentaje en peso obtenido después de efectuada la
desecacion de la leche de que se trate, por el procedimiento expuesto a continuacion, que
corresponde al descrito en la norma FIL-15: 1961 de la Federacion Internacional de
Lecheria.

El método consiste en la dilucidon con agua de una cantidad conocida de muestra y la
desecaciéon con arena a temperatura constante. El peso obtenido después de desecar
representa el de la materia seca.

5(b).2 Material y aparatos.

5(b).2.1 Balanza analitica de sensibilidad: 0,1 mg como minimo.
5(b).2.2 Desecador provisto de un buen deshidratante (gel de silice con indicador
higrométrico).
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5(b).2.3 Estufa de desecacion que permita obtener una temperatura constante
de 98-100 °C.

5(b).2.4 Capsulas metalicas, planas, en metal inoxidable o de vidrio de 2,5 cm de altura
aproximadamente, y de 7,5 cm de diametro aproximado, con tapas adecuadas.

5(b).2.5 Arena de cuarzo o arena de mar que pase a través de un tamiz de diez
aberturas por cm, pero que no pase a través de un tamiz de 40 aberturas por cm vy, si es
necesario, lavada con acido clorhidrico concentrado, después con agua v finalmente secada
y calcinada.

Para comprobar si la arena es adecuada, desecar una pequefa cantidad a 98-100 °C
hasta peso constante, afadir agua destilada, desecar de nuevo y pesar. No debe haber
diferencia entre las dos pesadas.

5(b).2.6 Varillas cortas de vidrio.

5(b).2.7 Bafno de agua.

5(b).3 Procedimiento.

5(b).3.1 Preparacion de la muestra.—Si se observa una separacion parcial mas o menos
importante de algunos componentes, por ejemplo, materias proteicas, materia grasa, sales
de calcio o lactosa, es necesario mezclar la muestra.

5(b).3.1.1 Leche concentrada o evaporada.—Abrir el envase al borde de la tapa, verter la
leche despacio en otro recipiente y mezclar bien por sucesivos trasvases. La leche o la grasa
que se adhiere a la tapa debe reincorporarse a la muestra. Calentar entonces la muestra
tapada a una temperatura de 40 °C y mezclar intimamente removiendo. Dejar enfriar.

5(b).3.1.2 Leche condensada.—Abrir el bote al borde de la tapa. La leche o grasa
adherida a la tapa debera incorporarse a la muestra. Calentar a 40 °C y mezclar intimamente
removiendo de arriba abajo con una cuchara. Dejar enfriar.

5(b).3.2 Determinacién.—Colocar en la capsula, aproximadamente, 25 g de arena y una
pequefa varilla de vidrio. Secar la capsula y su contenido, con la tapa abierta, a 98-100 °C
durante 2 horas. Colocar la capsula tapada en un desecador, dejarla enfriar a la temperatura
ambiente y pesar. Arrastrar la arena hacia un borde de la capsula, pesar exactamente y
poner en el espacio libre, aproximadamente, 1,5 g de la muestra. Afadir cinco ml de agua
destilada, mezclar los liquidos y la arena mediante una varilla de vidrio. Dejar la varilla en la
mezcla. Colocar la capsula en bafo de agua hirviendo durante 20 minutos y remover con
cuidado la mezcla de cuando en cuando. Colocar la capsula con la varilla y la tapa en una
estufa de desecacion a 98°-100 °C durante 1 hora 30 minutos. La tapa se debe colocar al
lado de la capsula. Cubrir la capsula con la tapa y ponerla en el desecador; dejarla enfriar y
pesar. Colocar 1 hora mas en la estufa de desecacion; dejarla enfriar y pesar como antes.
Repetir la desecaciéon hasta que la diferencia en peso entre dos pesadas sucesivas no
exceda de 0,5 mg.

5(b).4 Calculo.

Contemdo en extracto seco % =%X 100

P' = peso en gramos de la muestra después de desecar.
P = peso en gramos de la muestra antes de desecar.

La diferencia entre dos determinaciones repetidas no debe ser mayor de 0,1 por 100 del
extracto seco.

5(b).5 Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 15: 1961.

6. CENIZAS
6.1 Principio.
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Se entiende por contenido en cenizas de la leche el producto resultante de la
incineracion del extracto seco, expresado en porcentaje en peso, obtenido segun el
procedimiento descrito a continuacion.

6.2 Material y aparatos.

6.2.1 Balanza de sensibilidad: 0,1 mg como minimo.

6.2.2 Desecador provisto de un buen deshidratante (gel de silice con indicador
higrométrico).

6.2.3 Estufa de desecacion, regulada a 120 °C.

6.2.4 Horno eléctrico con circulacion de aire, provisto de un regulador de temperatura.

6.2.5 Capsula de platino o de un material inalterable en las condiciones del ensayo de
aproximadamente 55 ml de diametro y 25 de altura.

6.2.6 Bafno de agua a temperatura de ebullicion.

6.3 Procedimiento.

Colocar la capsula en la estufa de desecaciéon a 102° + 2 °C durante 30 minutos. Pasarla
luego al desecador, dejarla enfriar a la temperatura ambiente y pesar. Pesar exactamente
alrededor de 10 g de leche en la capsula. Poner la capsula en bano de agua hirviendo hasta
secado por evaporacion (aproximadamente siete horas). Incinerar extracto seco, procedente
de la desecacion anterior, por calentamiento durante 2 o 3 horas en un horno regulado
entre 520 y 550 °C (no deben existir en este ultimo particulas carbonosas). Poner a enfriar la
capsula en un desecador. Pesar con una aproximacion de 0,5 mg.

6.4 Calculo.

El contenido en cenizas de la leche, expresado en porcentaje en peso, es igual a

- M-m
Cemzas % ZTIOO
M = peso de la capsula y de las cenizas después de la incineracién y enfriamiento
posterior.
m = peso de la capsula vacia.
P = peso en gramos de la leche empleada en la determinacién de las cenizas.

6.5 Observaciones.

El peso de las cenizas es variable segun las condiciones de incineracion. La técnica
descrita anteriormente proporciona los resultados mas constantes; las diferencias no pasan
generalmente de un 2 por 100 por término medio, y el 95 por 100 por lo menos de los
cloruros se encuentran en las cenizas.

Cuando la temperatura del horno se haya elevado ligeramente por encima de 550 °C,
determinar los cloruros y corregir en consecuencia el peso de las cenizas.

Si a la muestra se le ha afadido dicromato potasico, es necesario efectuar dos
correcciones para obtener un valor aproximado de las cenizas de la leche inicial, operando
como sigue:

1.° Determinar el dicromato potasico y restar su peso del de las cenizas.
2.° Determinar los cloruros en las cenizas, expresarlos en CINa y afadir al peso le las
cenizas la diferencia entre los cloruros totales de la leche y los cloruros restantes.

7. DICROMATO POTASICO

7.1 Principio.

La determinacién se realiza sobre las cenizas de la leche, por reducciéon de los cromatos
mediante una solucion de sulfato ferroamonico (sal de Mohr) (SO4), Fe (NHy), - 6H50, cuyo
exceso se valora con permanganato potasico.

7.2 Reactivos.
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7.2.1 Solucién acuosa de sal de Mohr de 8 g por 1, para valorar en el momento de su
empleo (esta solucion se estabiliza por adicion de 12 ml de &cido sulfurico por litro).
7.2.3 Acido sulfarico (d = 1,84).

7.3 Procedimiento.

Agotar las cenizas por lavados sucesivos con agua destilada; después, con una solucion
acuosa de acido sulfurico al 5 por 100 en volumen, obtener un total de 25 a 30 ml de liquido.
Recogerlo en un vaso para valorar. Anadir alrededor de 5 ml de acido sulfurico y 20 ml
exactamente medidos de la soluciéon sulfurica de sal de Mohr con la solucién valorada de
permanganato potasico hasta coloracion rosa permanente.

Por otra parte, valorar en las mismas condiciones 20 ml de la misma solucién sulfurica de
sal de Mohr mediante la solucién valorada de permanganato potasico.

7.4 Calculo.

El contenido de la leche en dicromato potasico, expresado en porcentaje en peso, es
igual a

. .. —-V) 0,098
Dicromato potésico % 2%

V = volumen en ml de permanganato potasico empleados en la valoracién del exceso de
sal de Mohr.

V' = volumen en ml de permanganato potasico empleados en la prueba en blanco.

P = peso en gramos de la leche empleada en la determinacién de las cenizas.

8(a). ACIDEZ

(Leches natural, certificada, higienizada y esterilizada)
8(a).1 Principio.

Se entiende por acidez en las leches natural, certificada, higienizada y esterilizada el
contenido aparente en acidos, expresado en g de acido lactico por 100 ml de leche,
determinado por el procedimiento expuesto a continuacion, que corresponde al descrito en la
norma UNE 34.100 del Instituto de Racionalizacion del Trabajo.

Un determinado volumen de leche se valora en solucion de sosa, empleando solucién
alcohdlica de fenolftaleina y luego se expresa el resultado en peso de acido lactico, mediante
la correspondiente transformacion.

8(a).2 Material y aparatos.
Bureta graduada cada 0,05 ml, o cada 0,1 ml que permita apreciar la semidivision.
8(a).3 Reactivos.

8(a).3.1 Solucion 0,111 N (N/9) 6 0,1 N (N/10) de hidroxido sadico (NaOH).
8(a).3.2 Indicador: 0,5 ml de una solucion alcohdlica de fenolftaleina al 1 por 100.

8(a).4 Procedimiento.

8(a).4.1 Preparaciéon de la muestra.—Antes del analisis poner la muestra a 20 + 2 °C y
mezclarla cuidadosamente. Si no se obtiene una dispersion homogénea de la materia grasa,
calentar lentamente la muestra a 40 °C, mezclar nuevamente y enfriarla de nuevo a 20 *
2°C.

8(a)4.2 Determinacion.—Se determina volumétricamente operando sobre 10 ml de leche
con solucién 0,111 N (N/9) de sosa (NaOH) o sobre 9 ml de leche con solucion 0,1 N (N/10).
Como indicador se emplean 3,5 ml de solucién alcohdlica de fenolftaleina al 1 por 100 (dar
por terminada la valoracién cuando aparece una coloracion rosa facilmente perceptible por
comparacion con un testigo tomado de la misma leche. Dicha coloracién desaparece
progresivamente, pero se considera obtenido el viraje cuando el tinte rosa persiste durante
unos segundos).
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8(a).5 Expresion de los resultados.

Los resultados se expresan en peso de acido lactico por 100 mililitros de leche,
dividiendo por 10 el numero de mililitros empleados de solucién de sosa.

Si a la muestra de leche se le ha adicionado dicromato potasico, es preciso tener en
cuenta la acidez debida a dicho conservador. En el caso de leches no alteradas se puede
considerar que 1 g de dicromato potasico aumenta la acidez en las mismas proporciones
que 0,6 g de acido lactico.

8(a).6 Referencia.

1. Instituto Nacional de Racionalizacién del Trabajo. Una norma espanola 34.100.
8(b). ACIDEZ

(Leche en polvo)
8(b).1 Principio.

Se entiende por acidez en la leche en polvo el contenido aparente en acidos expresado
en gramos de acido lactico por 100 g de leche en polvo determinado por el procedimiento
expuesto a continuacién, que corresponde al descrito en la norma UNE-34.101 del Instituto
Nacional de Racionalizacion del Trabajo.

El método es aplicable a las leches en polvo, entera y desnatada.

Una determinada cantidad pesada de leche en polvo disuelta en agua se valora con una
solucion de sosa empleando fenolftaleina como indicador hasta igualarla en color con otra
cantidad igual de leche en polvo disuelta y mezclada con acetato de rosanilina.

8(b).2 Material y aparatos.
8(b).2.1 Capsulas de porcelana blanca de aproximadamente 100 ml de capacidad.
8(b).3 Reactivos.

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

8(b).3.2 Solucion indicadora de fenolftaleina: Se disuelve un gramo de fenolftaleina en
110 ml de alcohol etilico (95 a 96 por ciento en volumen), se afiade solucion N/9 6 N/10 de
hidréxido sodico, hasta que una gota dé una débil coloracion rosa, y se completa hasta 200
ml con agua destilada.

8(b).3.3 Solucion concentrada de acetato de rosanilina: Se disuelven 0,12 g de acetato
de rosanilina en 50 ml de alcohol etilico (95 a 96 por 100 en volumen) que contenga 0,5 ml
de acido 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 96 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 Procedimiento.

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 capsulas se afaden 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 anade 1 ml de solucién diluida de acetato de rosanilina y se mezcla. A la
otra capsula se le agrega 1 ml de solucion de fenolftaleina y, gota a gota y agitando
enérgicamente todo el tiempo, solucién valorada de hidréxido sédico hasta obtener una
coloracion igual a la primera. El tiempo empleado en la valoracion no ha de exceder de 20
segundos y ésta se ha de efectuar con una luz difusa.

8(b).5 Calculo.
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El numero de mililitros consumidos de solucién 0,111 N (N/9) representa la acidez,
expresada en gramos, de acido lactico por 100 g de leche en polvo.

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

8(b).6 Referencia.

1. Instituto Nacional de Racionalizacién del Trabajo. Una norma espanola. 34.101.
9. SACAROSA

(Determinacion polarimétrica en la leche condensada)
9.1 Principio.

Se entiende por contenido en sacarosa de la leche condensada el contenido en sacarosa
no transformada, expresado en porcentaje en peso, determinado por el procedimiento
expuesto a continuacion, 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 desnatada, de composicion
normal, preparada a partir de leche y sacarosa Unicamente que no contenga sacarosa
transformada.

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

Se prepara un filtrado limpido de la muestra, sin mutarrotacion debida la lactosa, por
tratamiento de la solucibn con amoniaco seguido de neutralizacién y clarificacion por
adiciones sucesivas de soluciones de acetato de cinc y de ferrocianuro potasico,

En una parte del filirado de sacarosa se hidroliza en las condiciones especiales que
corresponden a este tipo de operacion.

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

9.2 Material y aparatos.

9.2.1 Balanza analitica de sensibilidad: 10 como minimo.

9.2.2 Vasos de precipitados de 100 ml en vidrio.

9.2.3 Matraces graduados, de 200 y 50 ml.

9.2.4 Pipetas de 40 ml.

9.2.5 Probetas graduadas de 25 ml.

9.2.6 Pipetas graduadas de 10 ml.

9.2.7 Embudos filtrantes de diametro entre 8 y 10 cm vy filtros (plegados) de 15 cm de
diametro.

9.2.8 Tubo de polarimetro de 2 cm de longitud, exactamente calibrado.

9.2.9 Polarimetro o sacarimetro.

9.2.9.1 Polarimetro con luz de sodio o con luz verde de mercurio (lampara de vapor de
mercurio con prisma o pantalla Wratten nimero 77 A), permitiendo lecturas con una
precision por lo menos igual a 0,05 grados de angulo.

9.2.9.2 Sacarimetro con escala internacional de azucar utilizando luz blanca que pasa a
través de un filtro de 15 ml de una solucién al 6 por 100 de dicromato potasico, o bien luz de
sodio, y permitiendo la lectura con una precision por lo menos igual a 0,1 grados de la escala
sacarimétrica internacional.

9.2.10 Bafio de agua a 60 £ 1 °C.

9.3 Reactivos.
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9.3.1 Solucién de acetato de cinc, 2,0 N: Disolver 21,9 g de acetato de cinc cristalizado
(C2H305)2 Zn - 2H,0 y 3 ml de acido acético glacial en agua destilada y completar hasta 100
ml,

9.3.2 Solucion de ferrocianuro potasico, 1,0 N: Disolver 10,6 gramos de ferrocianuro
potésico cristalizado [Fe (CN)g] K4 - 3H,0 en agua destilada y completar hasta 100 ml.

9.3.3 Solucién de acido clorhidrico, 6,35 + 0,20 N (20-22 por 100).

9.3.4 Solucién 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 100).

9.4 Procedimiento.

9.4.1. Preparacion de la muestra.—Para muestras de productos recientemente
preparados en los que no se pueda prever separacion alguna apreciable de los
componentes. Abrir el recipiente, introducir en él 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 asi como el contenido del fondo del recipiente. 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 bafio de agua, aproximadamente a 40 °C, hasta
que la muestra casi haya alcanzado esta temperatura, abrir el recipiente y operar de la
misma manera que arriba. En el caso de un bote, trasvasar 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.

9.4.2 Comprobacién del método.—Proceder como en 9.4.3, utilizando una mezcla de 100
g de leche 0 110 g de leche desnatada y de 18 g de sacarosa pura, que corresponde a 40 g
de una leche concentrada conteniendo el 45 por 100 de sacarosa. Calcular la cantidad de
sacarosa como en 9.5.1, utilizando en la formula I), para W, F y P, la cantidad de leche
pesada y la riqueza en materia grasa y proteinas de esta leche, y en la formula Il), para W, la
cifra de 40. La media de los valores encontrados no debe diferir de dicho valor (45 por 100)
en mas del 0,1 por 100.

9.4.3 Determinacion.—En un vaso de 100 ml pesar aproximadamente 40 g de la muestra
bien mezclada con una aproximacion de 10 mg, afadir 50 ml de agua destilada caliente
(80-90 °C) y mezclar cuidadosamente. Trasvasar cuantitativamente la mezcla a un matraz
aforado de 200 ml, enjuagar el vaso con cantidades sucesivas de agua destilada a 60 °C
hasta que el volumen total sea de 120 a 150 ml. Mezclar y enfriar a temperatura ambiente.
Afadir 5 ml de la solucién de amoniaco diluida. Mezclar de nuevo y dejar reposar durante 15
minutos. Neutralizar el amoniaco afiadiendo una cantidad equivalente de la solucién diluida
de acido acético. Determinar previamente la cantidad exacta de mililitros por valoracién de la
solucién de amoniaco diluida empleando el azul de bromotimol como indicador. Mezclar.
Afadir, mezclando suavemente por rotacion del matraz inclinado, 12,5 ml de solucién de
acetato de cinc. De la misma forma que para la solucion de acetato, afiadir 12,5 ml de
solucién de ferrocianuro potasico. Poner el contenido del matraz a 20 °C y afadir agua
destilada (a 20 °C) hasta alcanzar el enrase de 200 ml.

Hasta este momento todas las adiciones de agua o reactivos deberan haberse efectuado
de tal manera que se haya evitado la formacion de burbujas de aire y por esa misma razén
todas las mezclas se habran realizado por rotacion de matraz y no por agitacion 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 rotacion. Tapar
el matraz con un tapdén seco y mezclar intimamente sacudiendo con energia. Dejar reposar
durante algunos minutos; filtrar a continuacion por un papel filtro seco. Despreciar los
primeros 25 ml del filtrado.

9.4.3.1 Polarizacién directa.—Determinar la rotacion 6ptica del filtrado a 20 + 2 °C.

9.4.3.2 Inversién.—Introducir con la pipeta en un matraz graduado de 50 ml, 40 ml del
filtrado obtenido de la manera indicada antes. Anadir 8 ml de &cido clorhidrico 6,35 N. Poner
el matraz en bafio de agua a 60 °C durante 15 minutos, sumergiéndolo hasta el nacimiento
del cuello. Mezclar por rotacion durante los 5 primeros minutos, al final de los cuales el
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contenido debera 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.

9.5 Calculo.

9.5.1 Riqueza en sacarosa.

=W
) g LB E+155P)

5
Dyl

P4 Vv,V
05T XV XTxwx 100

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 grasa de la muestra.

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

D = lectura polarimétrica directa (polarizacion antes de la inversion).
| = lectura polarimétrica después de la inversion.

L = longitud en decimetros del tubo del polarimetro.

Q = factor de inversién cuyos valores se indican mas 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
sacarosa de las leches condensadas normales (C = 9) a 20° £ 0,1 °C se puede calcular con
ayuda de la siguiente férmula:

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

Si la medida de la polarizaciéon después de la inversion se efectia a una temperatura
diferente de 20 °C, las cifras obtenidas se deben multiplicar por

[l + 0,0037 (T — 20)]

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

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

Q = 0,8825 + 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 férmulas precedentes:

C = porcentaje de azucares totales en la solucion invertida, segun la lectura
polarimétrica.
T = temperatura de la solucién invertida en la lectura del polarimetro.

El porcentaje de azlcares totales C en la solucién invertida se puede calcular a partir de
la lectura directa y de la variacion después de la inversion segun el método habitual,
utilizando los valores usuales de rotacién especifica de sacarosa, lactosa y de sacarosa
invertida. La correcciéon 0,0006 (C-9), etcétera, no es exacta mas que cuando C es
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aproximadamente 9; para leche concentrada normal esta correccidn se puede despreciar,
por ser C préximo a 9.

Variaciones en la temperatura de 20 °C influyen escasamente en la lectura de la
polarizacion directa. Por el contrario, diferencias de mas de 0,2 °C, en la lectura de
polarizacion después de la inversion necesitan una correccion. La correccion — 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 simultdneamente o
una inmediatamente después de otra por el mismo analista no debe ser mayor de 0,3 g de
sacarosa para 100 g de leche condensada.

9.6 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 porcentaje en peso, determinado por el procedimiento
expuesto a continuacion, que corresponde al descrito en la norma FIL-26: 1964 de la
Federacion Internacional de Lecheria.

Este método es aplicable a las leches en polvo, entera y desnatada.
El agua, contenida en la leche en polvo, se elimina por calentamiento de la muestra en
una estufa de desecacion, a una temperatura de 102° + 2 °C, hasta peso constante.

10.2 Material y aparatos.

10.2.1 Balanza analitica, de sensibilidad 0,1 mg como minimo.

10.2.2 Capsulas apropiadas, preferentemente en aluminio, niquel, acero inoxidable o
vidrio. Las capsulas deberan estar provistas de tapas que se adapten convenientemente,
pero que se puedan quitar con facilidad. Las dimensiones mas convenientes son: diametro
aproximado, 50 mm; profundidad aproximada, 25 mm.

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

10.2.4 Una estufa de desecacion 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 mezclado de la leche en polvo.

10.3 Procedimiento.

10.3.1 Preparacion de la muestra.—Transvasar toda la muestra de la leche en polvo a un
frasco seco y tapado, de un volumen 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 posible el uno del
otro).

10.3.2 Determinaciéon.—Colocar la capsula destapada y la correspondiente tapa en la
estufa de desecacioén durante 1 hora, a la temperatura de 102° + 2 °C. Colocar la tapa sobre
la capsula 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 capsula, tapar la
capsula y pesar rapidamente con la mayor exactitud posible. Destapar la capsula 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 abierta 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 nuevo. Repetir la operacion hasta que las pesadas sucesivas no difieran en mas
de 0,0005 g. La desecacion se acaba aproximadamente en 2 horas.
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10.4 Calculo.

Calcular la humedad mediante la formula siguiente:

MM,

Humedad (cantidad de agua) % = R 100
3

M4 = 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.

M3 = 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 Referencia.
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 desnatada.

11.2 Material y aparatos.

11.2.1 Centrifuga con soportes para la colocacion de los tubos centrifugos coénicos. La
velocidad requerida varia, como a continuacion se indica, con el diametro.

| Diametro  |Revoluciones por minuto| Didmetro  [Revoluciones por minuto |

250 milimetros 1.083 450 milimetros 807
300 milimetros 988 500 milimetros 766
350 milimetros 916 550 milimetros 730
400 milimetros 856 600 milimetros 700

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

11.2.2 Tubos de centrifuga conicos, graduados como se indica a continuacion:

De 0 a 1,0 ml en divisiones de 0,1 ml.

De 1,0 a 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 a 20,0 ml en divisiones de 1,0 ml.

y a 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 afaden 10 6 13 g de la muestra, segun se trate de leche desnatada o completa,
respectivamente, a 100 ml de agua destilada, a la temperatura de 24 °C, en el vaso especial
del mezclador 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 solucién hasta que la
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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 coénico hasta la marca de 50 ml. Se centrifuga
durante 5 minutos a las revoluciones por minuto requeridas, segun la tabla del apartado 11
2.1. A continuacion 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 mantiene el tubo en posicion vertical, de modo que el nivel superior del
sedimento quede a nivel del ojo; se refieren los mililitros de sedimento a la divisién de la
escala mas proxima. La lectura se efectua facilmente, cuando se observa el tubo, colocado
delante de una luz fuerte.

Cuando se opere con leches en polvo parcialmente desnatadas, las cantidades que se
han de afadir a los 100 ml de agua destilada son, segun sus porcentajes grasos, las
siguientes:

Hasta el 4 %: 10,0 gramos.

Desde el 4,1 al 9 %: 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 %:13,0 gramos.

11.4 Referencia.

1. Instituto Nacional de Racionalizacién del Trabajo. Una norma espafola. 34.101

12. CALCIO
12.1 Principio.

Se entiende por contenido en calcio de la leche la cantidad total de calcio expresada en
porcentaje en peso, determinada por el procedimiento expuesto a continuacién, que
corresponde a la norma FIL-36: 1966 de la Federacion Internacional de Lecheria.

Este método se aplica a todas las leches liquidas normales, asi como a las leches
reconstituidas por dilucion o disolucion 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 calcico,
que se separa por centrifugacion 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 para filtracion lenta.

12.2.5 Centrifuga que pueda desarrollar una aceleracion centrifuga de 1.400 g (g =
aceleracion de la gravedad).

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

12.2.7 Pipetas de 2y 5 ml.

12.2.8 Dispositivo de sifon por succion, provisto de un tubo capilar.

12.2.9 Bafio de agua, a temperatura de ebullicion.

12.2.10 Bureta graduada en 1/50 mm.

12.3 Reactivos.

12.3.1 /:\cido tricloroacético: solucion acuosa al 20 por 100 (en peso por volumen).
12.3.2 Acido tricloroacético: solucién acuosa al 12 por 100 (en peso por volumen).
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12.3.3 Oxalato aménico: solucién acuosa saturada en frio.

12.3.4 Rojo de metilo: soluciéon al 0,05 por 100 (en peso por volumen) en alcohol etilico
del 96 por 100 (en volumen por volumen).

12.3.5 Acido acético: solucién acuosa al 20 por 100 (en volumen por volumen).

12.3.6 Amoniaco: solucién acuosa obtenida mezclando volumenes iguales de amoniaco
al 25 por 100 (en peso por peso) y de agua destilada.

12.3.7 Amoniaco: solucion acuosa obtenida diluyendo 2 mililitros de amoniaco al 25
por 100 (en peso por peso) hasta 100 ml, con agua destilada.

12.3.8 Acido sulfirico: solucion acuosa obtenida afiadiendo 20 ml de acido sulfdrico
del 98 por 100 (en peso por peso) a 80 ml de agua destilada.

12.3.9 Permanganato potasico: solucién acuosa titulada, 0,02 N.

Todos los reactivos deben ser puros para analisis.

12.4 Procedimiento.

12.4.1 Preparacion de la muestra.—Antes del analisis, poner la muestra a 20° £ C y
mezclar con cuidado. Si no se obtiene una dispersion homogénea de la materia grasa,
calentar lentamente la muestra a 40 °C, mezclar suavemente y enfriar a 20° + 2 °C.

12.4.2 Defecacion de la muestra.—En un matraz aforado de 50 ml pesar exactamente
alrededor de 20 g de leche, con una aproximacion de 10 mg. ARadir 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 separacion del oxalato.—En un tubo
de centrifuga cilindrico de fondo redondo, introducir 5 ml del filtrado limpido; después 5
mililitros de acido tricloroacético al 12 por 100, 2 ml de una soluciéon acuosa saturada de
oxalato de amonio, dos gotas de solucion alcohdlica de rojo de metilo y 2 ml de acido acético
al 20 por 100. Mezclar mediante agitacion circular y afadir poco a poco soluciéon de
amoniaco (12.3.6) hasta coloracion amarillo palido; después, algunas gotas de acido acético
al 20 por 100 hasta coloracion rosa. Dejar reposar 4 horas a la temperatura ambiente.

Diluir hasta 20 ml con agua y centrifugar 10 minutos a 1.400 g (g = aceleracion de la
gravedad). Mediante un dispositivo de succion, decantar el liquido limpido que sobrenada.
Lavar las paredes del tubo de centrifugacion (sin remover el depdsito 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 succion. Proceder a tres lavados sucesivos.

12.4.4 Valoracion del oxalato.—Después de haber extraido con siféon el agua del ultimo
lavado, anadir 2 ml de solucién acuosa de acido sulfurico 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 solucién de permanganato potasico 0,02 N,
hasta coloracién rosa persistente. La temperatura debe permanecer superior a los 60 °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 Calculo.

Contenido en calcio % =0,0004 x(V —v)x %XKZOA =*(V —V)X%

V = volumen en ml de MnO4K (0,02 N) gastados en la valoracion de la muestra.

v = volumen en ml de MnO4K (0,02 N) gastados en el ensayo blanco.

P = peso en gramos de la muestra inicial (alrededor de 20 g).

K = coeficiente de correccion del volumen del precipitado resultante de la precipitacion
tricloroacética.

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.

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

Para leche desnatada: K = 0,989.
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La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simultdneamente o
una inmediatamente 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 continuacion, que
corresponde a la norma FIL-42: 1967 de la Federacion Internacional de Lecheria.

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

Las materias organicas de la leche se destruyen por mineralizacion en seco
(incineracién). El fosforo se determina colorimétricamente, reduciendo el fosfomolibdato de
amonio con diaminofenol (amidol) y midiendo la densidad éptica de la solucién obtenida.

13.2 Material y aparatos.

13.2.1 Balanza analitica.

13.2.2 Capsulas de platino o de cuarzo (de 55 mm de diametro aproximadamente)
provista de vidrio de reloj.

13.2.3 Bafio 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 Estufaa 105° £ 2 °C.

13.2.8 Espectrofotocolorimetro.

13.3 Reactivos.

13.3.1 Acido clorhidrico (CIH) 1,0 N.

13.3.2 Acido perclérico (CIO4H) al 65 por 100 (densidad, 1,61 gramos por ml a 20 °C).

13.3.3 Solucion de amidol: Disolver en agua destilada 1 gramo de amidol (diclorhidrato
de 2,4 diaminofenol: (NH,), CgH30H. 2CIH) y 20 g de metabisulfito de sodio o pirosulfito de
sodio (S,0 Nay). Completar hasta 100 ml en un matraz aforado con tapén esmerilado.
Preparar cada dia una solucion nueva.

13.3.4 Solucién de molibdato: Disolver en agua destilada 8,3 g de molibdato de amonio:
Mo7054, (NH,4)g + 4H,0. Completar hasta 100 ml.

13.3.5 Solucién acuosa de fosfato monopotasico (a partir de PO4H-K, desecado
durante 2 horas a 105 °C), que permite trazar una curva de diferencia para la determinacion
del fésforo: Pesar 4,393 g de PO4HJK, disolver en agua destilada y completar hasta 1.000 ml
(solucion A). Diluir 10 ml de solucién A hasta 1.000 ml (solucién B). Un ml de solucion B = 10
microgramos de P.

Todos los reactivos deben ser puros para analisis.

13.4 Procedimiento.

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

13.4.3 Determinacion.
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13.4.3.1 Mineralizacion por via seca: En una capsula de platino o de cuarzo pesar
exactamente alrededor de 10 g de leche con una aproximaciéon de 10 mg. Evaporar, hasta
sequedad, al bafio de agua hirviendo. Después de la desecacion completa, calcinar en la
mufla a una temperatura comprendida entre 500 °C y 550 °C hasta la obtencion de cenizas
blancas.

13.4.3.2 Preparacion de la solucion 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 solucion 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 100 ml con agua destilada, agitar y filtrar. Tomar 10 ml del filtrado, introducirlos en un
matraz de 100 ml. Completar hasta 100 ml con agua destilada y agitar.

13.4.3.3 Determinaciéon colorimétrica del fésforo: Tomar 5 mililitros de la dilucion
preparada en 13.4.3.2 e introducirlos en un matraz aforado de 25 ml.

Anadir sucesivamente 2 ml de acido perclérico, 2 ml de la solucion de amidol, 1 ml de la
solucion de molibdato de amonio. Completar hasta 25 ml con agua destilada y mezclar.
Esperar 5 minutos y medir la densidad O6ptica utilizando cubeta de 1 cm en un
espectrofotocolorimetro a 750 nanémetros. Buscar en la curva patréon la cantidad de fosforo
contenida en el matraz de 25 ml, expresada en microgramos y correspondiente a la densidad
Optica leida.

13.4.3.4 Determinacion de la curva patron: En cuatro matraces aforados de 25 ml
introducir 3, 5, 7 y 10 ml de la solucion R. Las cantidades asi introducidas son iguales a 30,
50, 70 y 100 microgramos de fosforo. Proceder a continuacion como en 13.4.3.3. Situar
sobre una grafica las densidades oOpticas obtenidas en funcion de las cantidades de fésforo
presentes en los matraces. Trazar la curva patrén (que es una recta).

13.5 Calculo.

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

: o _M—1m
Fosforo % = SOM

m = masa de fésforo, expresada en microgramos, obtenida segun 13.4.3.4 y contenida
en el matraz de 25 ml con la muestra de aproximadamente 50 mg de leche.

m' = masa de fosforo, expresada en microgramos, obtenida segun 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 otra por el mismo analista no debe ser mayor de 0,008 g de
fésforo 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 el niumero de mg de
hidréxido de potasio que se necesita para neutralizar 1 g de materia grasa.

La materia grasa, después de separarla por fusion 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.
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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 Solucién alcohdlica de hidréxido de potasio, 0,1 N, valorada. Utilizar alcohol etilico
absoluto.

1.3.2 Mezcla de volumenes iguales de alcohol etilico de 95-96 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: 100 alcohol absoluto y 5 metanol.
1.4 Procedimiento.

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

En un matraz erlenmeyer pesar con precisién de 1 miligramo 5-10 g de materia grasa.
Anadir 50-100 ml de la mezcla de alcohol etilico y éter dietilico y disolver en esta mezcla la
materia grasa. Afadir 0,1 ml de la solucion de fenolftaleina. Valorar con la solucién alcalina
hasta que aparezca una coloracién rosa palido que persista al menos 10 segundos.

1.5 Célculo.

.o . V-t-561
Indice de acidez =" A

V = volumen, en ml, de la solucion alcalina empleada.
t = normalidad de la solucién alcalina.
A = masa, en gramos, de la porcion 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.

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

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

El indice de refraccidn de la materia grasa en la mantequilla es la razén entre la
velocidad de una luz 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 refraccion de la materia
grasa obtenida por fusién de la mantequilla.

2.2 Material y aparatos.

2.2.1 Refractémetro provisto de escala graduada en indices de refraccion, que permita
efectuar lecturas hasta la tercera cifra decimal y cuyos prismas pueden calentarse mediante
un liquido circulante, regulandose la temperatura termostaticamente 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
dispositivo de compensacién cromatica.

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 filtrado
no esta claro. Utilizar la materia grasa fundida, clarificada, bien mezclada sin agua.
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Preparar y regular el refractometro segun 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 refractometro, de manera que se llene por completo el espacio
comprendido 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 anadiendo 0,000045 unidad de indice de acidez si este ultimo
(determinado segun 1) es igual o superior a dos. Redondear la cuarta cifra decimal.

2.4 Céalculo.

La diferencia entre los resultados de determinaciones paralelas no debe ser mayor
de 0,0002 de la unidad de indice de refraccion.

2.5 Referencia.
1. F.A.O. -B-5-1967.

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
continuacion.

Después de fundir la mantequilla afnadiendo agua hirviendo, los cloruros de las mezclas
se valoran con una solucién de nitrato de plata, empleando cromato de potasio como
indicador, segun 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 capacidad.
3.2.3 Bureta graduada y contrastada en divisiones de 0,1 mililitros.

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.

3.4 Procedimiento.

Ablandar la muestra en un recipiente cerrado, calentandola en bafio de agua a la
temperatura mas baja posible, con objeto de no romper la emulsion. Frecuentemente es
adecuada una temperatura comprendida entre 23° y 28 °C y en ningun caso la temperatura
podra exceder de 39 °C. Agitar el recipiente que contiene la muestra a intervalos frecuentes
durante el proceso de ablandamiento con objeto de que la muestra se mezcle
homogéneamente. Sacar el recipiente del bafio de agua y agitarlo vigorosamente a
intervalos frecuentes hasta que la muestra se haya enfriado adquiriendo una consistencia
espesa y cremosa. Esta operacién puede realizarse con un agitador mecanico.

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

Pesar con una precision de 10 mg, 5 mg de muestra e introducirla en un matraz
erlenmeyer.

Afadir cuidadosamente 100 ml de agua destilada hirviendo. Dejar en reposo
durante 5-10 minutos, agitando por rotacién 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. Mientras 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 Calculo.

El contenido de sal (expresado en porcentaje por masa de NaCl) es:
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585t(vi—ve)
a

t = normalidad de la solucion de nitrato de plata.

v4 = volumen, en ml, de solucién de nitrato de plata, utilizados en la valoracion.
Ve = volumen, en ml, de solucion de nitrato de plata en el ensayo en blanco.

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

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas no debera ser mayor
de 0,02 g de cloruro de sodio por 100 g de producto.

3.6 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, segun se determina por el procedimiento descrito.

Se define el contenido de extracto seco magro en la mantequilla como el porcentaje, en
masa, de sustancias, segun 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 secando una cantidad conocida
de mantequilla a 102° + 2 °C.

El contenido de extracto seco magro se determina gravimétricamente 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 0,1 mg.

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

4.2.3 Capsulas metalicas, de porcelana o de vidrio, resistentes a la corrosion, que tengan
por lo menos 25 mm de altura y 50 mm de diametro.

4.2.4 Crisoles filirantes de vidrio sintetizado (porosidad numero 3) con matraces de
filtracidn a la trompa.

4.2.5 Varilla con pieza final de material adecuado.

4.3 Reactivos.

Eter de petréleo con limites de ebullicion entre 30 °C y 60 °C. Este reactivo no debe dejar
ningun residuo por evaporacion.

4.4 Procedimiento.

4.4.1 Preparacién de la muestra.—Excepto cuando el mezclado no se considere
necesario, la muestra debe mezclarse agitando con una varilla o con un agitador mecanico,
lo mas rapidamente 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 debera ponerse siempre a la temperatura ambiente.

4.4.2 Determinacion de agua.—Secar la capsula en la estufa hasta masa constante. Dejar
enfriar la capsula 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 cdpsula en desecador a la
temperatura ambiente (de 30-35 min.) y pesar. Repetir el secado a intervalos de media hora
hasta masa constante (variacion igual o inferior a 0,5 miligramos). Todas las pesadas se
haran con una precision de 0,1 miligramo. En el caso de que aumente la masa, se toma la
masa minima para el calculo. No deben emplearse en esta determinacién materiales
absorbentes.

Pagina 101



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

4.4.3 Determinacion del extracto seco magro.—Secar el crisol de vidrio filtrante en la
estufa hasta masa constante. Dejar enfriar el crisol a temperatura ambiente (30-35 min.) y
pesar. Anadir de 10 a 15 ml de éter de petréleo caliente a la capsula, que contiene el
extracto seco procedente de la determinacién 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 solucién sobre la punta de la varilla al crisol. Repetir las
operaciones cinco veces. Lavar el sedimento que queda en el crisol con 25 ml de éter de
petrdleo caliente. Secar la capsula y el crisol en la estufa durante 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 mas. Todas las pesadas se haran con una precisién de 0,1 mg.

4.5 Célculo.

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

agua%:MI&nx 100

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 la férmula

Extracto seco magro Z(Az_AI) + (I\]iz—Bﬂ * 100

Siendo:

A4 = masa, en gramos, del crisol vacio.

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

B4 = masa, en gramos, de la capsula vacia.

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

4.5.3 Método de calculo del contenido de grasa.

Grasa % =100— (E+ S)

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

Para la determinacién del contenido de agua, la diferencia entre el resultado de
determinaciones paralelas no debera exceder de 0,1 g de agua para 100 g de mantequilla.

Para la determinacion 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 dimetilformamida,
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 retencion del beta-sitosterol, se
concluye la presencia de grasa vegetal en la muestra de grasa examinada.

5.2 Material y aparatos.
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5.2.1 Cromatografo de gases, equipado de un detector de ionizacion de llama, con un
inyector de plata o de vidrio con un sistema de inyeccién directa en la columna y con un
registrador.

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 6 10 microlitros.

5.3 Reactivos.

5.3.1 Mezcla de volumenes iguales de formamida y dimetilformamida.

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 colesterol de 1 ml de n-pentano,
recientemente preparado a partir de 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 segun el procedimiento descrito en 5.4.2.

5.3.6 Solucién para el ensayo de referencia: 1 mg de fitosterol de aceite de soja en 1 ml
de n-pentano recientemente preparado, segun se describe en 5.4.2.

5.3.7 Gas portador, nitrégeno.

5.3.8 Hidrogeno.

5.3.9 Oxigeno 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 acuosa y grasa. Separar la capa grasa por decantacion y clarificar la grasa en una
estufa a una temperatura de aproximadamente 40 °C filtrando sobre un papel de filtro seco y
evitando que pase la fase acuosa sobre el filtro.

5.4.2 Preparacion de esteroles.—Pesar en un matraz erlenmeyer de 500 ml,
aproximadamente 15 g de materia grasa con una precision de 0,1 g. Adadir 10 ml de la
solucion de hidroxido 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
rotacion, hasta que la solucion se haga clara, y continuar la ebullicién media hora mas.

Anadir 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 solucion alcohdlica 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 digiténido de esterol por filtracién sobre un papel de filtro de
velocidad media en un embudo Buchner (8 cm de diametro). Lavar el precipitado con agua
aproximadamente a 5 °C, hasta que el filirado 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. Separar el precipitado en forma de pelicula, plegando en dos
partes el papel de filtro.

Disolver en un pequefio tubo de ensayo, aproximadamente, 10 mg de digitonido de
esterol en 0,5 ml de una mezcla de volumenes iguales de formamida y dimetil-formamida.
Calentar ligeramente, si es necesario. Después enfriar, afadir 2,5 ml de n-pentano y agitar.
Dejar reposar hasta que la separacion 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.—Temperatura de la columna:
220-250 °C. Temperatura del sistema de inyeccion, si puede calentarse por separado:
20-40 °C por encima de la temperatura de la columna. Gasto de nitrogeno: 30/60 ml/min.
Desconectar el detector y equilibrar las columnas nuevas en estas condiciones
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durante 16-24 horas. Conectar el detector, encender la llama y regular el gasto de hidrégeno
y oxigeno o aire para obtener una altura de llama y una sensibilidad adecuada. Poner en
marcha 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 solucion para el ensayo de
sensibilidad (5.3.4). Sélo aparecerd un pico de colesterol en el cromatograma (fig. 5.1).
Ajustar el atenuador de modo que se utilice aproximadamente toda la escala del registrador.

5.4.5 Ensayo de resolucion de los picos.—Inyectar 3 a 5 mcl de la solucién para el ensayo
de resolucion de los picos (5.3.5). Apareceran en el cromatograma los picos de colesterol,
brasicosterol, camposterol (fig. 5.11) Medir las distancias de retencion (distancia desde el
punto de inyeccién hasta el punto de altura maxima del pico) de los picos, dg, para el
colesterol, d,, para el brasicosterol, d; para el camposterol y el dg para el beta-sitosterol y las
anchuras de la base de los picos (dimension de retencién entre las intersecciones con la
linea de base de las tangentes en los puntos de inflexién situados en la parte anterior y
posterior del pico). W¢, para el colesterol y Wy, para el brasicosterol. La resolucion de los
picos, expresada por la féormula

PR = 2(dp — dcp) (Wp + Wep)
debe ser por lo menos igual a 1.

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

5.4.6 Ensayo de referencia.—Inyectar 3 a 5 mcl de la solucién para el ensayo de
referencia (5.3.6). Los picos de camposterol, estigmasterol y de beta-sitosterol deben
aparecer sobre el cromatograma (fig. 5.111). Medir las distancias de retencion de los picos, d;
para el camposterol, d¢; para el estigmasterol y dg para el beta-sitosterol.

Calcular los tiempos de retencién relativos, que son, aproximadamente:

Colesterol: 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 Andlisis.—Inyectar 3 a 5 mcl de la solucién a analizar y dar al botdn del atenuador
hasta obtener un factor de atenuacion cuatro veces inferior (se obtiene generalmente en dos
pases del boton). Registrar el cromatograma.

5.5 Calculo.

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 muestra de grasa examinada, a partir de la cual se han
aislado los esteroles, se considera que contiene grasa vegetal. La presencia en el
cromatograma de picos de otros fitosteroles, como el camposterol o el estigmasterol,
refuerza esta conclusion.

Por este método se puede demostrar la presencia de al menos 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 betasitosterol de la grasa
anadida, es decir, de la naturaleza de esta grasa o de la mezcla de grasas anadidas a la
grasa de leche.

5.6 Referencia.
1. Norma Internacional FIL-1DF 54: 1970.
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Figur: 5.1.—Esteroles de la materia grasa de la leche
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Figura 5.111.—Esteroles del aceite de soja

6. FOSFATASA RESIDUAL EN MANTEQUILLA

6.1 Principio.
El ensayo se basa en la accién del enzima fosfatasa sobre el substrato fenil fosfato

disddico, con liberacion del fenol y fosfato. La cantidad de fenol liberada se determina por

adicion de un reactivo que da color azul en presencia de fenol.
Cantidades superiores a dos equivalentes de fenol en 0,5 g de mantequilla indican una

pasterizacion insuficiente.

6.2 Material y aparatos.
6.2.1 Cuchillo o espatula de acero inoxidable.
6.2.2 Bafo de agua a 37°-38 °C.
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6.2.3 Termémetro.

6.2.4 Pipetas de 1 ml.

6.2.5 Embudo de 5 cm de diametro.

6.2.6 Papel Whatman nim. 42 o num. 2.

6.2.7 Tubos graduados a 5y 10 ml.

6.2.8 Fotometro con filtro de transmitancia maxima a 610 nm.
6.2.9 Centrifuga

6.2.10 Pera de goma para pipetar.

6.3 Reactivos.

6.3.1 Tampon hidréxido-borato de bario: Disolver 18 g de BA (OH),BH,O y 8 B de H3BO3
en agua y diluir a 1 litro con agua.

6.3.2 Tampoén de desarrollo de color: PH 9,8 £ 0,15 a 25 °C. Disolver 6,0 g de
metaborato sédico (NaBO,) y 20 g de NA Cl en agua y diluir a 1 litro con agua.

6.3.3 Tampon de dilucién de color: Diluir 100 ml de tampodn de desarrollo de color a 1 litro
de agua.

6.3.4 Sustrato tampédn: Disolver 0,10 g de fenil fosfato disédico cristalino libre de fenol
en 100 ml de tampdn hidroxido-borato de bario (6.3.1) (los cristales de Na,CgHsPO4 deben
guardarse en congelador o en desecador). Si Na,CgHsPO4 no esta libre de fenol, purificarlo
como sigue: Disolver 0,5 g con 4,5 ml de agua, anadir 0,5 ml de tampon hidroxido-borato de
bario (6.3.1) y dos gotas del reactivo BQC (6.3.5) 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 acuosa a 100 ml de
tampon hidroxido-borato de bario (6.3.1). Calentar la solucion a 85 °C 2 minutos, tapar
inmediatamente y conservar en refrigerador. La solucion es estable un afo si las porciones
son recogidas con minima exposicion a la atmésfera.

6.3.5 Solucién BQC (s,6-dibromoquinona cloroimida) o reactivo 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 Io 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 habido explosiones del reactivo BQC guardado 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 semestralmente.

6.3.6 Solucién de sulfato de cobre para los patrones: Disolver 0,05 g CuSO45H,0 en
agua y diluir a 100 ml.

6.3.7 Alcohol butilico: Usar alcohol butilico normal, punto de ebullicién 116-118 °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 Solucién patrén de fenol:

6.3.8.1 Solucién 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 solucion
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 soluciéon patron para
preparar soluciones patréon mas diluidas; p. e., diluir 5, 10, 30, 50 ml con agua hasta 100 mi
para preparar soluciones patrén, que contenga 0,5; 1,0; 3,0 y 5,0 mg o unidades de fenol ml,
respectivamente. Guardar estas soluciones patron en refrigerador 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 unidades/ml.

Medir las cantidades adecuadas de las soluciones patron de trabajo en una serie de
tubos (preferiblemente graduados a 5,0 y 10,0 ml) para conseguir un intervalo adecuado de
patrones, segun se necesite, que contengan O (control o prueba en blanco), 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 estabilidad de los patrones, afiadir 1,0 ml de solucion de CuSO, (6.3.6) a cada
tubo. Luego anadir 5,0 ml de tampon de solucion de color (6.3.3) y diluir con agua hasta 10,0
ml, anadir 4 gotas (0,08 ml) de la solucion BQC (6.3.5) con agua hasta 10,0 ml, afadir 4
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gotas (0,08 ml) de la solucién BQC (6.3.5), mezclar y dejar desarrollar el color azul 30
minutos a temperatura ambiente.

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

Si los patrones han de usarse para comparacion visual, guardar 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 introducir el papel con la muestra
dentro del tubo. Analogamente, pesar otra muestra 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.

Anadir 10,0 ml de sustrato patréon (6.3.4). Tapar el tubo y mezclar. Inmediatamente
después de anadir el sustrato, incubar 1 hora en bafo de agua a 37-38°, mezclando o
agitando el contenido de cuando en cuando.

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

Pipetar en 1 ml de soluciéon de Zn SO4H>0 de 6,0 g/100 ml y mezclar por completo (el
pH de la mezcla debe ser de 9,0-9,1).

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

Afadir 5,0 ml de tampén de desarrollo de color (6.3.2). El pH de la mezcla ha de
ser 9,3-9,4.

Afadir 4 gotas de la solucién BQC (6.3.5) y dejar 30 minutos a temperatura ambiente
para desarrollo de color (para detectar Unicamente la pasteurizacion afadir solamente 2
gotas de solucién BQC).

Determinar la intensidad del color azul por uno de los siguientes métodos:

a) Con fotémetro.—Leer intensidades de color de soluciones en blanco y problema
(utilizando filtro con transmitancia méaxima a aproximadamente 610 nm, restar la lectura de la
prueba en blanco de la del problema, y expresar el resultado en equivalentes fenol mediante
referencias a la curva patrén obtenida con las correspondientes soluciones (6.3.8.2).
Generalmente es innecesaria la extraccion con alcohol butilico cuando se utiliza el fotdmetro;
si se hace la extraccion con alcohol butilico como en (b), centrifugar la muestra 5 minutos
para romper la emulsién y separar el agua suspendida en la capa de alcohol (para esta
finalidad puede adaptarse una centrifuga Babcock haciendo adaptadores especiales para
tubos en la forma siguiente: Cortar una seccién de 1/4" de grueso de un tapén de goma de
didmetro adecuado, que ajuste en el fondo del vaso de centrifugacion. 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 secciéon doble de corcho en el vaso.
Después de centrifugar, quitar casi todo el alcohol butilico con pipeta provista de pera de
goma en el extremo 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 solucién acuosa (6.3 8.2). Para cuantificar
resultados en los casos dudosos (p ej., problemas que producen 0,5-5 unidades de color)
extraer con alcohol butilico (6.3.7). Anadir 5,0 ml de alcohol (6.3.7) e invertir el tubo
lentamente varias veces; centrifugar como en (a) si es necesario incrementar la
transparencia de la capa de alcohol, y comparar el color azul con los colores de los patrones
de fenol (6.3.8.2), analogamente tratados.
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En los problemas que se consideren muy positivos durante el desarrollo de color (p. €j.,
20 unidades), en los que 4 gotas de solucién 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 dilucion de color (6.3.3), y afiadir 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 patrones visuales o de
la curva patrén del fotdbmetro. Dejar 30 minutos para el desarrollo de color después de la
ultima adicién de la solucién de BQC (6.3.5) antes de hacer la lectura final. Para corregir
lecturas por dilucién, multiplicar por 2 para dilucion 5 + 5, por 10 para dilucion 1 9 y por 50
dilucién 1 + 9 seguida de dilucién 2 + 8, etc.

6.5 Calculo.

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

6.6 Referencia.
1. A. O. A. C. Official Methods of Analysis, 11.2 Ed. (1970).

7. INDICES DE ACIDOS GRASOS VOLATILES SOLUBLES E INSOLUBLES
7.1 Principio.

El indice de acidos grasos volatiles solubles (indice de Reichert o Reichert-Meissl-
Mellny) es el nimero de ml de una solucién 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 acidos grasos volatiles insolubles (indice de Polenske) es el numero de ml
de solucion acuosa de alcali 0,1 N, requerido para neutralizar los acidos grasos volatiles
insolubles en agua, obtenidos en 5 g de grasa, en las condiciones especificadas en el
método.

Después de saponificar la grasa con una solucidon de hidroxido sédico en glicerina, la
solucion jabonosa se diluye con agua y se acidifica con acido sulfurico. Los acidos grasos
volatiles se destilan y los acidos grasos insolubles se separan de los solubles por filtracion.
La solucion acuosa de acidos solubles y la solucion etandlica de acidos insolubles se valoran
separadamente con una solucioén de alcali normalizada.

El método es empirico porque solo determina una parte de estos acidos. Por tanto, las
especificaciones referentes al procedimiento y aparatos se deben seguir rigurosamente para
obtener resultados exactos y reproducibles.

7.2 Material y aparatos (figura 7.1).
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Figura 7.1.—Determinacién de los indices de Reichert
v de Polenske

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

7,2.2 Cabeza de destilacion (E).

7.2.3 Refrigerante (C).

7.2.4 Receptor, que consiste en un matraz aforado con las rayas circulares de aforo

a 100y 110 ml (D).
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7.2.5 Lamina de asbesto de 120 mm de diametro, 6 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 pomez triturada que pasa a través de un tamiz de malla circular de 1,44 min.

En la figura se representan las dimensiones en mm y el montaje del aparato de
destilacion; para las conexiones se puede 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 sodico (44 por 100 p/p), conservada en botella
protegida del diéxido de carbono. Usar la porcion limpia libre de precipitado de carbonatos.

7.3.3 Agua destilada, hervida durante 15 minutos, para eliminar el diéxido de carbono.

7.3.4 Solucién de acido sulfarico 1 N.

7.3.5 Solucion acuosa de hidréxido sodico 3 potasico 0,1 N, exactamente normalizada.

7.3.6 Solucion indicadora de fenolftaleina (1 por 100 en etanol de 95-96 por 100).

7.3.7 Etanol (95-96 por 100 v/v) neutro a la fenolfteina. El agua usada debe ser destilada
0 de una pureza por lo menos equivalente.

7.4 Procedimiento.

7.4.1 Preparacion de la muestra. Como en 5.4.1.

7.4.2 Determinacion del indice de acidos grasos volatiles solubles: Pesar 5 g con
aproximaciéon de 0,01 g de grasa en el matraz A. Ahadir 20 g (16 ml de glicerina 'y 2 ml de
solucién de hidréxido sodico (44 por 100). Para anadir la solucién de hidréxido sédico, usar
una bureta protegida de la entrada de dioxido 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. Afadir 90 ml de agua destilada recientemente hervida a la
misma temperatura aproximadamente y mezclar. El liquido debe quedar limpido. Ahadir
de 0,6 a 0,7 g de piedra pomez y después 50 ml de solucion de acido sulfarico 1 N. Conectar
inmediatamente el matraz al aparato de destilacién y calentarlo ligeramente hasta que los
acidos 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 destilacion 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 pequefo vaso. Mezclar el contenido del
matraz aforado agitando suavemente y sumergir el matraz en un bafo de aguaa 20 £ 1 °C
durante 10-15 minutos, estando la sefal de 110 ml del matraz aforado por debajo del nivel
del agua del bafo. Agitar el matraz de cuando en cuando. Tapar el matraz y mezclar
invirtiéndolo 4 6 5 veces sin agitar. Filtrar los 110 ml de destilado por un papel filtro seco de
velocidad media (diametro 80-90 mm), que se ajusta comodamente en un embudo. El filtrado
debe ser limpido (el filtro debe ser de tales dimensiones, que un volumen de 15 ml lo llene
completamente). Pipetar 100 ml de filtrado y pasarlos a un matraz erlenmeyer de 300 ml.
anadir 0,5 ml de la solucién indicadora de fenolftaleina y valorar con la solucién acuosa de
alcali «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 a
fuego directo calentar en bafo de agua hirviendo durante 15 minutos.

No se requeriran para la, valoracion mas de 0,5 ml de la solucién de alcali normalizada.
En otro caso, se deben preparar nuevas soluciones del reactivo.

7.4.4 Determinacion del indice de acidos grasos volatiles insolubles (Polenske): Lavar el
filtro con tres porciones sucesivas de 15 ml de agua destilada a la temperatura de 20 + 1 °C,
habiendo pasado previamente cada una a través del refrigerante del vaso pequefio y del
matraz aforado. Poner el embudo vy el filtro en el cuello de un matraz conico, limpio y seco,
de 200 ml de capacidad. Disolver los acidos grasos insolubles repitiendo los lavados, usando
ahora porciones de 15 ml de etanol (95-96 por 100 v/v). Valorar con la solucion acuosa de
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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 persistente durante 0,5-1 minuto.

7.5 Céalculo.

7.5.1 indice de acidos grasos volatiles solubles (indice de Reichert).

indice de Reichert =11 -t - (V4 —b)
Siendo:

V4 = volumen en mililitros de la solucion normalizada (0,1 N) de alcali, utilizados en la
valoracion de la muestra.

b = volumen en mililitros de la solucion normalizada (0,1 N) de &lcali, utilizados en el
ensayo en blanco.

t = normalidad exacta de la solucion normalizada (0,1 N) de élcali.

Redor)dear el resultado a la primera cifra decimal.
7.5.2 Indice de acidos grasos volatiles insolubles (indice de Polenske).

indice de Polenske =10 « t - V5
Siendo:

V5, = volumen en mililitros de la solucion normalizada (0,1 N) de alcali utilizada en la
valoracioén de la muestra.
t = normalidad exacta de la solucién normalizada (0,1 N) de alcali.

Redondear el resultado a la primera cifra decimal.

7.5.3 Reproduccion de resultados: La diferencia entre los resultados de dos
determinaciones duplicadas (resultados obtenidos simultdneamente o inmediatamente uno
detras de otro por el mismo analista) no debe exceder de 0,5 para el indice de Reichert o
de 0,3 para el indice de Polenske.

7.6 Referencia.
1. Norma Internacional FIL-IDF 37: 1966.

8. INDICE DE KIRSCHNER
8.1 Método operatorio.

1.° Neutralizar 100 ml del destilado Reichert-Meissl con solucion de Ba (OH)> 0,1 N, con
toda precision hasta lograr un débil color rosado empleando 0,5 ml del indicador. Realizar la
titulaciéon en un matraz cerrado para evitar la absorcién de CO,.

2.° Afadir 0,3 g de Ag,S0Qy4, en forma de polvo fino. Dejar reposar la mezcla una hora,
agitando con frecuencia y filtrandola después.

3.° Recoger 100 ml del filtrado, colocarlo en un frasco de destilacion de 300 ml, afadir 35
ml de agua destilada y 10 ml de H,SO, diluido. Afadir un trozo de alambre de aluminio o
varios trozos de piedra pémez para evitar que el liquido rebose. Unase al destilador y
comiéncese la destilacion a la velocidad de 110 ml en unos 20 minutos.

4.° Después de recoger 110 ml del destilado, filtrar esta cantidad total y titular 100 ml con
NaOH, 1 N, empleando 0,5 ml del indicador hasta lograr un tono rosado que persista
durante 2-3 minutos.

5.° Preparar y realizar una prueba en blanco semejante a la anterior en todos sus
aspectos.

8.2 Calculo.

A-121-(100 + B)
10.000

Valor de Kirschner =

A = titulacién de la muestra — titulacion en blanco.
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B = volumen, en ml, de Ba (OH), 0,1 N, requeridos para neutralizar los 100 ml originales
del destilado de Reichert-Meissl.

8.3 Referencia.
1. Norma Internacional AOCS 5-40.

ANEXO IV

Métodos de analisis de productos derivados de la uva
Vinos

1. EXAMEN ORGANOLEPTICO
1.1 Examen del color.

Determinar mediante apreciacion visual las caracteristicas, bien definidas, del color del
vino.

Observar el vino colocado en copas de cristal fino e incoloro, o bien en tazas de plata o
de fondo plateado, el cual presentara diferentes formas convexas o abolladas, para apreciar
el vino en diferentes espesores y sobre fondo brillante.

Utilizar las siguientes calificaciones del color para vinos tintos: rojo rubi, rojo violaceo o
morado, viraje a tono cebolla o amarillento.

Segun la intensidad del color, el vino tinto puede calificarse en: vino tinto, rosado, clarete,
y si tiene mucho o poco color dentro de estos tipos, se dira que tiene mucha o poca capa.

En vinos blancos, utilizar las calificaciones de tono verdoso, casi incoloro, amarillo,
amarillo-oro, ambarino, pajizo claro u oscuro (rancia), etc., y en todos los tipos, si el color es
blanco, o si azulea, pardea o ennegrece.

1.2 Formacién de espuma.

Observar el aspecto de la espuma que se forma al agitar el vino en la copa y determinar
si es 0 no abundante, si desaparece rapidamente o, en caso de vinos tintos, si persiste unos
momentos el color mas o menos intenso. El vino de mucha capa o el vino enyesado produce
espuma que tarda mucho en desaparecer.

1.3 Presencia de gas carbonico.

Verter vino en una copa. La formacién de burbujas indica la presencia de gas carboénico
en el vino. Este gas carbdnico debe eliminarse para continuar el examen de la muestra,
agitando o en la forma que se indica en los métodos analiticos.

1.4 Limpieza.

Apreciar en copa o en taza de plata, al mismo tiempo que el color, si el vino esta turbio,
claro o brillante.

Observar también si hay depésito y si al agitar tiene aspecto cristalino o pulverulento que
enturbie el vino.

1.5 Degustacion o cata.

Proceder a la degustacion recién destapada la botella, consignando datos, referentes a
calidad, origen, edad y posibles alteraciones del vino.

Coger una copa de cristal ovoide por su platillo con los dedos pulgar, indice y central de
la mano derecha, quedando la copa libre para examinar el vino. Llenar con vino solo 1/3 6
1/4 de la copa., para poder agitar bien y tener un espacio vacio donde se concentren los
aromas. Agitar haciendo girar el vino y apreciar el aroma.

Apreciar y caracterizar el olor a «vinoso», que acusa vino nuevo, el «afrutado», el de vino
que comenzd la «crianza», la riqueza alcohdlica, olores acidos volatiles, olores que acusen
defectos de elaboracién, etc., y la presencia de enfermedades y alteraciones.

En degustacion de mas precision, como sera, la necesaria para definir caracteristicas de
un tipo de vino y que han de servir de referencia, es necesaria reunir un grupo determinado
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de buenos catadores, y realizar un numero de catas suficientes para obtener resultados
satisfactorios estadisticamente segun las normas especificas existentes.

1.6 Referencia.

1. Amerine, M. A., y Feduchy, E.: «Los resultados de la cata del vino y del andlisis
quimico». Boletin I. N. I. A., 31, 353-375, 1956.

2. ENSAYOS PREVIOS DE CONSERVACION
2.1 Prueba del aire.

2.1.1 «Quiebras» tanico-férricas o fosfato-férricas.—Dejar el vino en contacto con el aire
(en una copa mediada), en sitio fresco y al resguardo de la luz. Observar al cabo de 12 o
mas horas. El enturbiamiento o el ennegrecimiento pone de manifiesto la posibilidad de
«quiebras» tanico-férricas o fosfato-férricas.

2.1.2 «Quiebra oxidasica».—Proceder como en 2.1.1, utilizando dos muestras de vino,
una pasterizada, para destruir la oxidasa, y la otra sin pasterizar. La formaciéon de color
pardo y precipitado pulverulento oscuro son sefales caracteristicas de la «quiebra
oxidasicay.

2.1.3 Quiebra cuprosa».—Poner la muestra en botella cerrada, calentar en bafio de agua
a 35° y exponer a la luz. Si la riqueza en cobre es suficiente, aparece enturbiamiento
caracteristico de la «quiebra cuprosan.

2.2 Prueba del frio.

Enfriar el vino a la temperatura que normalmente se suponga va a estar expuesto, y
comprobar si se produce precipitacion de bitartrato.

2.3 Prueba de la estufa.

Mantener una muestra de vino en estufa a 22-25° durante 3-4 dias. Examinar al
microscopio el posible desarrollo microbiano distinguiendo si se trata de levaduras o de
bacterias. Si es necesario, proceder al conteo y la identificacion de los microorganismos.

2.4 Examen microscépico.

Realizar el examen microscopico sobre preparacion del poso de la muestra, que puede
aparecer después de reposo en estufa o a temperatura ambiente.

Si el vino se presenta turbio en el envase original, hacer una preparacion directamente
del vino o del poso obtenido por centrifugacion de ese vino. Si no se presenta depdsito y el
vino esta poco turbio, hacer una preparacion del poso obtenido por centrifugacion.

Determinar en el examen microscopico si el depdsito es microbiano, distinguiendo
levaduras y bacterias.

3(a). COLOR DE LOS VINOS
3(a).1 Principio.

El color de los vinos se determina por transparencia como se percibe por la vista, pero
por un procedimiento independiente de la apreciacion personal, valiéndose de métodos
espectrofoto métricos triestimulares de ordenadas seleccionadas de Hardy, fundado en el
sistema de la Commision Internationale de I'Eclairage (C. I. E.), con relacién a la luz
producida por un cielo nublado (fuente C).

3(a).2 Material y aparatos.

3(a).2.1 Espectrofotometro para medida en el espectro visible. Los valores de
transmitancia correspondientes a una misma muestra no deben acusar diferencias
superiores a 0,005, y cuando la escala del aparato esté graduada en valores de
transmitancia multiplicados por 100, no debe haber diferencia superior a 0,5.

Las cubetas seran de cuarzo, de paredes paralelas y espesor interno b, que se expresa
en centimetros, y con una aproximacion de + 0,002.b.
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Conviene disponer de cuatro pares de cubetas en las que los espesores b sean de 0,1
cm, 0,2cm, 0,5cmy 1cm.

Segun la intensidad del color se escogeran un par de cubetas de tal forma que la
absorbancia A quede comprendida entre 0,3-0,7 (transmitancia 0,5-0,2).

3(a).3 Procedimiento.

Si el vino no esta limpio, centrifugar previamente. Eliminar el gas carbédnico, si es
necesario, por agitacion con vacio parcial.

Medir directamente con el espectrofotometro las transmitancias del vino a las cuatro

longitudes de onda = 625, 550, 495 y 445 mu, empleando la cubeta de espesor conveniente,
segun intensidad del color del vino.

3(a).4 Calculo y expresion de los resultados.
Utilizar agua destilada como liquido de referencia.

3(a).4.1 Calcular las coordenadas (x, y) del punto representativo del color del vino en el
diagrama tricromatico de la C. I. E.

_ X
AT Xiv+zZ
__ Y
Y =XiY+7Z

X=0,42 - Tgo5—4—-0,35 « Tggp + 0,21 « Tyys.
Y =0,20 - Teps + 0,63 « Tsgo + 0,17 « Tygs.
Z2=0,24 - Tygs+ 0,94 « Tyys.

Los valores triestimulares X, Y, Z expresan las proporciones de colores rojos, verde y
azul que dan por mezcla el color del vino.

Cuando el espesor o de la cubeta sea inferior a 1 cm, referir la transmitancia a 1 cm en la
siguiente forma: T = T', y si la transmitancia viene expresada en porcentaje

L't
T=—L

100"

T = transmitancia referida a 1 cm de espesor de cubeta.
T' = transmitancia obtenida para b cm de espesor de cubeta.
b = espesor en cm de la cubeta utilizada.

3(a).4.2 Luminosidad relativa.—Es el valor de Y, expresado en porcentaje (siendo el
negro Y =0y el incoloro Y = 100).

3(a).4.3 Cromaticidad.—El color del vino por transparencia a la fuente C con el espesor
de 1 cm viene dado por el punto del diagrama de cromaticidad de la C. I. E. (fig. 3(a),l),
definido por las coordenadas x e y.
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Figura 3(a).1.—Diagrama de cromaticidad de la C. 1. E.

3(b). COLOR DE LOS VINOS

(Aplicable a vinos tintos y rosados)
3 (b).1 Principio.

La intensidad de color se mide por la suma de las absorbencias del vino para un espesor
de 1 cm, correspondientes a las longitudes de onda de absorbancia minima (420 my) del
vino tinto.

La tonalidad se expresa por el angulo que forma con el eje de longitudes de onda la
cuerda que une los puntos de la curva espectrofotométrica representativos de las
absorbancias correspondientes a las longitudes de onda de 420 y 520 mp.

3(b).2 Material y aparatos.

Como en 3(a).2.
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3(b).3 Procedimiento.

Como en 3(a).3, excepto que las longitudes de onda utilizadas seran de 420 mu y 520
my.

3(b).4 Calculos.
Calcular la intensidad colorante y la tonalidad.

3(b).4.1 Intensidad colorante:

I :(A420+A520)'%

A4o0 = absorbancia a 420 mp.
Asyq = absorbancia a 520 mp.
b = espesor en cm de la cubeta.

3(b).4.2 Tonalidad.—La tonalidad se mide por el angulo cuya tangente es igual a la
diferencia del valor numérico de las dos absorbancias Asog — A4o9. Conocido este valor, se

puede determinar el valor del angulo por tablas expresadas en grados sexagesimales.
3(b).5 Observaciones.

Con este método no se determina el color, sino la intensidad y la tonalidad del color, que
son caracteristicas cromaticas convencionales. Por su rapidez y sencillez, es muy practico
para comprobar la evolucion de la materia colorante durante su «crianza» o afiejamiento.

3(b).6 Referencias.

1. Determinacion triestimular del color de los vinos, método simplificado por C. Stella.
Comunicacién al O. I. V. num. 282 (2 feb. 1968).
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. AO, 1-14. 1969.

4(a). MASA VOLUMICA Y DENSIDAD RELATIVA

(Método picnométrico)
4(a).1 Principio.

La masa volumica es el cociente de la masa de un cierto volumen de vino o de mosto por
este volumen. Se expresa en g por mly su simbolo es pyg.

La densidad relativa es el cociente de la masa volumica del vino por la masa volumica
del agua. Su simbolo es dyg 6 simplemente d, cuando no haya posibilidad de confusién.

La masa volumica y la densidad relativa de un vino se determina a 20°.

El método picnométrico consiste en la determinacion ponderal del contenido en alcohol
de un destilado por medio de un picnédmetro.

4(a).2 Material y aparatos.

4(a).2.1 Picnometro de vidrio de 50 ml de capacidad, de cuello con diametro interior
de 3,5 mm. Embudo y sifén para picnémetros.

4(a).2.2 Termémetro contrastado dividido en 1/5 — 1/10 de grado Celsius graduado de 10
a 30 °C.

4(a).2.3 Termostato regulado a 20 £ 0,2 °C.

4(a).2.4. Balanza con aproximacion de 0,1 mg.

4(a).3 Procedimiento.

Lavar bien el picnédmetro y enjuagarlo después con alcohol y luego con éter, escurrir bien
y secar cuidadosamente con pafio de hilo o papel filtro el exterior, y con corriente de aire
seco el interior, tapar, dejar en reposo en la caja de la balanza durante 30 minutos
aproximadamente, y pesar.
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Llenar después con agua a 20° recién destilada, con cuidado de evitar burbujas de aire
en el interior del picnémetro. Sumergir en el agua a la temperatura comprobada de 20°.

Mantener el picnémetro en el termostato durante 30 minutos, y enrasar el nivel del agua
con la marca del cuello. Tapar el picndmetro, secar exteriormente con las precauciones
expuestas, dejar nuevamente 30 minutos en la caja de la balanza y después pesar.

Vaciar el picnémetro, enjuagar nuevamente, primero con agua y después con alcohol y
éter, y secar como anteriormente, llenar con el vino a temperatura de 20 °C,
aproximadamente, cuidando que no quede ninguna burbuja de aire (en caso de que el vino
tenga carbonico, se eliminara previamente como luego se indica). Dejar el picnédmetro con el
vino en el termostato a 20 °C * 0,2° durante 30 minutos, llenar hasta volumen con el vino y
pesar.

4(a).4. Célculo.
4(a).4.1 Calculo de la densidad relativa a 20 °C.

w P-P
do=p_p

P = peso en g del picnémetro vacio.
P' = peso en g del picndmetro mas agua a 20 °C.
P" = peso en g del picndmetro mas vino a 20 °C.

4(a).4.2 Calculo de la masa volumica pog.

20

p20=0,998203d 39
o bien
— d20 _ C
P20 30 1000

El valor de c se encuentra en las tablas 4(a),l y 4(a),ll.
La aproximacion de los resultados sera de 0,0003. Para mayor precision, se tendra en
cuenta el empuje del aire como en 5(a).5.

4(a).5 Observaciones.

Si el vino contiene cantidad sensible de gas carbdnico, se eliminara todo lo posible
agitando un volumen de unos 250 mililitros del vino, en matraz de 1.000 ml.

Si el vino esta turbio, se filtrara por papel de filtracion rapida, de pliegues y procurando
airear lo menos posible, tapando también el embudo con vidrio de relo;.

Si el enturbiamiento es por suspension de levadura, la filtracién corriente aludida no lo
aclarard, siendo conveniente en este caso, dejar decantar el vino en probeta tapada, durante
dos o tres dias en sitio fresco.

4(a).6 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins O. |. V., Al, 11-26. 1969.

TABLA 4(a).l

Calculo de la masa volumica (pyg) a partir de la densidad relativa 20/20 y reciprocamente

Densidades 0,960 0,980 1,000 1,020 1,040 1,060 1,080 1,100
Correccionesc 1,73 1,76 1,80 1,84 1,87 191 1,94 1,98
Densidades 1,120 1,140 1,160 1,180 1,200 1,220 1,240 1,260
Correcciones ¢ 2,02 2,05 2,09 2,12 2,16 2,20 2,23 2,27
Densidades 1,280 1,300 1,320 1,340 1,360 1,380 1,400
Correcciones ¢ 2,30 2,34 238 241 245 248 252
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TABLA 4(a).ll

Calculo de la masa volumica (p+¢) a partir de la densidad relativa 15/15 y reciprocamente

Densidades 0,960 0,980 1,000 1,020 1,040 1,060 1,080 1,100
Correccionesc 0,86 0,88 0,90 0,92 0,94 0,95 0,97 0,99
Densidades 1,120 1,140 1,160 1,180 1,200 1,220 1,240 1,280
Correccionesc 1,01 1,03 1,04 1,06 1,08 1,10 1,12 1,13
Densidades 1,280 1,300 1,320 1,340 1,360 1,380 1,400
Correcciones ¢ 1,15 1,17 1,19 121 122 1,24 1,25

4(b). MASA VOLUMICA Y DENSIDAD RELATIVA

(Método areométrico)
4(b).1 Principio.

Determinacion de la masa volumica a partir de la lectura del aredmetro que flota
introducido en el vino.

4(b).2 Material y aparatos.

4(b).2.1 Aredmetro. Los aredmetros empleados deben responder a las siguientes
normas (I. S. O.):

Parte cilindrica sumergible y tallo de seccién circular de 3 mm de diametro como minimo.
Para vinos secos, la graduacion sera de 0,983 a 1,003 en milésimas y 0,2 milésimas. Las
divisiones de milésimas deben ser de 5 mm como minimo. Para vinos desalcoholizados y
vinos dulces, y eventualmente para mostos, se recomienda un juego de 5 aredmetros
graduados de 1,000-1,030; 1,030-1,060; 1,060-1,090; 1,090-1,120; 1,120-1,150. Estos
aparatos estaran graduados en masas volumicas a 20°, en milésimas y 0,5 milésimas por lo
menos. Cada division de una milésima sera de 3 mm como minimo. En los aparatos se
indicara que las lecturas deben hacerse por la parte superior del menisco.

4(b).2.2 Termometro contrastado graduado por lo menos en 1/2 grados.

4(b).2.3 Probeta cilindrica de 36 mm de diametro interior y 320 mm de altura.

4(b).2.4 Plataforma con tornillos de nivelacion, para mantener vertical la probeta sobre
ella colocada.

4(b).3 Procedimiento.

Colocar en la probeta descrita 250 ml del vino e introducir el areémetro y el termdmetro.

El aredbmetro y especialmente el tallo graduado deberan estar limpios y desengrasados.

Agitar para uniformar la temperatura. Un minuto después, hacer la lectura del
termdmetro. Retirar el termoémetro y hacer la lectura de la masa aparente sobre el tallo del
areémetro.

4(b).4 Célculo.

Calcular la masa volumica referida a 20 °C.

_ [
P20 = Pr1000

(- sit es inferior a 20 °C)
(+ si t es superior a 20 °C)

P2o = Masa volumica referida a 20°.
pt = lectura del tallo graduado del areémetro.

¢ = valor de la correccion correspondiente a la temperatura del vino en el momento de la
lectura. Este valor se encuentra en las tablas 4(b).1 y 4(b),ll.

t = temperatura del vino en el momento de la lectura. Los resultados se obtendran con
una precision de 0,0003.

4(b).5 Observaciones.
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15 15
Si se utilizan aredmetros que den dsi ¢ ds, hay que corregir la lectura en las tablas

20
correspondientes, y después expresar los resultados en d2o ¢ P20, Siguientes:

dz(] d4 +:—=—: valores de C en la tabla 4(b).IIL

]_000

dzo dls 1000 ; valores de C en la tabla 4(b).IV.

ng—d4 ].000 ; valores de C en la tabla 4(b).V.

3= dn- 1000 ; valores de C en la tabla 4(b).VL

4(b).6 Referencias.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. o. I. V. A1, 11-26.
2. P. Jaulmes, S. Brun: «Tables de correspondance entre les diverses tables
Alcoométriaues». Société Pharmacia Montpellier, 26: 111,141, 1966.
TABLA 4(b).I

Correcciones para referir la masa voltmica de los vinos secos a 20°

Temperaturas | GRADOS ALCOHOLICOS \

| 0 [ 56 7 ] 89 [10]1 [12]13][ 141516 |17 18 [ 19 [ 20 [ 21 | 22 [ 23 | 24 [ 25 | 26 | 27 |
10° 145 151 155 158 164 170 1,78 1,88 198 2,00 221 234 247 260 275 290 306 322 339 357 375 393 412 431
11° 1,35 140 143 147 152 158 165 173 183 193 203 215 226 236 251 265 273 293 308 324 340 357 373 390
12° 124 128 131 134 139 144 150 158 166 175 184 194 204 215 220 238 251 263 2,77 291 3,05 319 334 349
13° 1,12 1,16 1,18 121 125 130 135 142 149 156 164 173 182 191 201 211 222 233 245 257 269 281 205 3,07
14° 099 1,03 1,05 107 111 114 119 124 131 137 144 152 159 167 175 1,84 193 2,03 213 223 233 244 255 2,66
15° 086 08 090 092 095 093 102 1,07 112 117 123 129 135 142 149 156 163 1,71 180 1,88 19 205 214 223
16° 071 073 074 076 078 031 08 087 091 093 099 103 1,10 115 1,21 127 133 139 145 152 159 1,66 173 1,80
17° 055 0,37 057 050 060 062 065 067 070 074 0,77 081 084 088 092 099 101 105 111 115 120 126 131 1,36
18° 0,33 039 039 040 041 043 044 046 048 050 052 055 057 060 062 065 063 071 074 078 081 085 0,88 091
19° 0,19 020 0,20 021 021 022 023 024 025 026 027 023 029 030 032 0,33 035 036 038 039 041 043 044 0,46
20°
21° 021 022 022 023 023 024 025 025 026 027 029 029 031 032 034 035 036 038 039 041 043 044 046 048
22° 043 045 045 046 047 049 050 052 054 05 058 060 063 065 068 0,71 073 0,77 080 083 086 089 093 0,96
23° 0,67 069 0,70 0,71 0,72 0,74 0,77 0,79 082 085 088 091 09 099 103 1,07 112 116 121 125 130 135 140 1,45
24° 091 093 09 097 09 1,01 104 107 111 115 120 124 129 134 139 145 150 15 162 169 176 182 188 1,95
25° 1,16 1,19 121 123 126 129 133 137 142 147 152 157 163 170 1,76 183 190 197 205 213 221 229 237 245
26° 142 146 149 151 154 158 162 157 173 1,79 185 1,92 190 207 214 222 231 240 249 256 267 2,77 2,86 2,96
27° 169 174 1,77 180 1,63 1,88 1,93 192 205 212 220 227 235 244 253 263 272 282 293 304 314 325 337 348
28° 1,97 2,03 206 209 214 219 224 231 238 246 255 263 273 283 293 303 314 326 338 350 362 3,75 3,85 4,00
29° 226 2,33 237 240 245 250 257 264 273 282 291 299 311 322 334 345 359 3,70 3,84 397 411 425 439 454
30° 256 2,64 267 2,72 2,77 283 290 298 3,03 316 3,28 333 350 362 3,75 3,88 4,02 416 430 446 4,61 476 492 507

TABLA 4(b).lI
Correcciones para referir la masa voltmica de los vinos dulces a 20°
MASAS VOLUMICAS

Temperaturas VINOS DE 13° [ VINOS DE 15° [ VINOS DE 17°

1,000 [ 1,020 [ 1,040 [ 1,000 | 1,030 [ 1,100 | 1,120 | 1,000 | 1,020 | 1,040 [ 1,060 | 1,080 [ 1,100 | 1,120 | 1,000 | 1,020 [ 1,040 [ 1,060 | 1,080 [ 1,100 [ 1,120
10° 224 253 293 327 359 339 413 251 235 320 354 38 402 440 281 315 350 334 415 445 474
11° 206 237 209 297 326 353 378 231 261 293 221 351 364 402 257 289 320 349 377 4,03 428
12° 1,87 214 242 267 294 317 340 2,09 236 264 29 316 327 361 232 260 287 313 339 363 384
13° 1,69 193 214 237 259 280 300 1,88 212 234 25 2,78 283 319 209 233 255 277 298 319 3,39
14° 149 170 190 2,09 227 244 261 167 106 206 225 245 251 277 183 203 223 242 261 277 29
15° 125 142 159 175 190 205 219 139 156 172 183 203 211 232 154 171 137 203 213 232 247
16° 1,03 117 130 143 155 167 173 106 127 140 153 165 177 18 125 139 152 165 1,77 189 2,00
17° 080 09 100 100 117 127 130 087 093 100 117 126 135 144 09 106 116 126 135 144 152
18° 054 061 068 075 031 08 092 060 066 073 08 066 091 097 066 072 079 08 092 097 1,03
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MASAS VOLUMICAS
Temperaturas VINOS DE 13° [ VINOS DE 15° [ VINOS DE 17°
1000\1020\1040\1000\1030\1100\1120\1000\1020\1040\1060\1080\1100\1120\1000\1020\1040\1060\1080\1100\1120
19° 029 033 036 042 045 048 032 042 045 043 051 038 041 045 043 051 053
20°
210 029 032 035 038 042 045 047 032 035 033 042 045 043 050 034 033 041 044 047 059 053
220 057 064 070 076 032 038 093 09 069 075 08 087 093 093 068 075 081 027 093 099 1,04
23° 089 098 108 117 126 134 143 097 106 1,16 125 1,34 142 151 106 115 125 134 142 151 159
240 122 134 144 156 163 179 100 132 144 154 166 178 189 200 143 155 165 177 189 200 2,11
25° 161 166 163 198 212 226 240 1,66 131 196 211 225 239 252 180 194 209 224 239 252 266
26° 187 205 222 240 256 271 287 202 220 237 254 270 255 301 213 236 253 271 28 302 317
21° 221 242 260 280 300 318 335 239 259 273 293 317 335 352 253 278 297 317 336 354 371
28° 256 230 302 325 347 367 339 275 269 322 344 366 396 407 297 321 344 366 388 409 430
29° 293 319 343 366 391 414 437 316 341 365 339 413 436 459 340 366 389 413 438 461 482
30° 331 357 386 415 441 466 492 355 381 410 438 466 490 516 382 4,08 437 465 493 517 542
Correcciones para referir la masa volumica de los vinos dulces a 20°
MASAS VOLUMICAS
Temperaturas VINOS DE 19° \ VINOS DE 21°

1,300 | 1,020 | 1,040 | 1,060 | 1,080 | 100 | 1420 | 1,000 | 1.020 | 1,040 | 1,060 | 1,030 | 100 | 1,120
10° 3,14 348 383 417 448 478 5,07 350 384 419 452 483 5,12 541
110 2,87 3,18 3.49 373 4,06 432 4,57 3,18 3,49 3.80 4,09 434 463 488
120 2,58 2,36 3,13 3,39 3,65 3,88 4,10 2,86 3,13 3,41 3,67 392 4,15 4,37
13° 2,31 2,55 2,77 2,99 3,220 3,41 3,61 2,56 2,79 3,01 323 344 3,65 3,85
14° 2,03 223 243 2,61 2,80 2,96 3,13 2,23 243 2,03 2,81 3,00 3,16 333
150 1,89 1,85 2,02 2,18 233 248 262 1,86 2,03 2,19 235 2,50 2,65 2,80
16° 1,38 1,53 1,65 1,78 1,90 2,02 2,13 1,51 1,65 1,78 1,91 2,03 2,15 2,26
17° 1,06 1,16 1,26 1,35 1,44 1,53 1,62 1,15 1,25 1,35 1,45 1,54 1,63 1,71
18° 0,73 0,79 0,85 092 0,98 1,03 1,09 0,79 085 092 0,98 1,05 1,10 1,15
190 0,38 0,41 0,44 043 0,51 0,52 0,56 0,41 044 047 0,51 0,54 0,57 0.59
20°
210 037 0,41 0,44 047 0,50 0,53 0,56 0,41 0,44 047 0,51 0,54 0,57 0,59
22 0,75 0,81 0,87 093 0,99 1,04 1,10 0,81 0,88 0,94 1,00 1,06 1,10 117
23° 1,15 1,30 1,34 1,43 1,51 1,60 1,68 1,25 1,34 1,44 1,63 1,61 1,70 1,78
24° 1,55 1,67 1,77 1,89 2,00 2,11 2,23 1,68 1,80 1.90 2,02 2,13 2,25 2,36
25° 1,95 2,09 2,24 2,39 2,553 2,67 2,71 2,11 225 2,40 2,55 2,69 2,83 2,97
26° 2,38 2,54 2,71 2,89 3,04 3220 335 2,55 273 2,90 3,07 3,22 3,38 3,54
21 2,79 2,09 3,18 338 3,57 3,75 392 3,01 3,20 340 3,59 3,78 3.96 413
28° 3,20 344 3,66 3,89 411 432 453 346 3,69 393 4,15 436 4,58 477
29° 3,65 392 4,15 4,40 4,64 4,87 5,08 395 4,20 443 4,68 492 5,15 5,36
30° 411 4,27 4,65 4,84 522 5,46 5,71 4,42 4,68 4,97 525 5,53 5,77 6,02

TABLA 4(b).1lI

Calculo de la densidad 20/20 a partir de la densidad 15/4

\ | Vinos secos (d, comprendida entre 0,97 y 1,03)]
Grados alcohdlicos 5 6 7 8 9 10 11
Correcciones ¢ 09 08 08 08 0,7 0,7 0,7
Grados alcohdlicos 12 13 14 15 16 17 18
Correcciones ¢ 06 06 05 05 0,4 0,3 0,3
Grados alcohdlicos 19 20 21 22 23 24 25
Correcciones ¢ 02 01 00 00 -01 -02 -03

Vinos dulces

\1 000\1 020\1 040\1 060\1 080\1 100\1 200
10° 07 05 03 01 -00 -0,2 -0,3
13° 06 04 02 00 -01 -03 -04
15° 05 02 00 -02 -03 -0,5 -0,6
17° 04 01 -01 -03 -04 -06 -0,7
19° 02 -01 -03 -05 -06 -0,8 -0,9
21° 30 -32 -04 -06 -0,7 -0,9 -1,0

Densidades

Grados alcohélicos
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TABLA 4(b).IV

Calculo de la densidad 20/20 a patrtir de la densidad 15/15

\ \ Vinos |
Grados alcohdlicos 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Correcciones ¢ 5 01010,202020303040405
Grados alcohdlicos 0,1 16 1,7 18 19 20 21 22 23 24 25

Correcciones ¢ 0,6 0,6 0,7 09 09101011 121,22
Densidades Vinos dulces
1,000|1,020|1,040|1,060 1,080(1,100 1,200
10° 02 04 05 07 08 10 11

13° 03 05 06 08 09 1,
Grados alcohdlicos 15°°05 07 08 1.0 11 !
17° 06 08 09 1.1 1,2 1,

19° 08 10 11 1,3 14 1,
1,4 1,

21° 1,0 11 1.2 1,5

NOoO AW

1,2
1,4
1,5
1,7
1,8

TABLA 4(b).V

Célculo de la masa volimica a 20° C (pyg) a partir de la densidad 15/4

\ \ Vinos |
Grados alcohdlicos 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15
Correcciones ¢ 51010101111 111212 1313
Grados alcoholicos 0,9 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Correcciones ¢ 14151518 1,7 1,8 1,8 1,9 2,0 2,1
Densidades Vinos dulces
\1,000\1,020\1,040\1,060\1,080\1,100\1,200

10° 11 13 15 17 18

13° 1,2 14 16 18 19 21 22
Grados alcohdlicos 15° 13 16 18 20 21 23 24
17° 14 17 19 21 22 24 25
19° 16 19 21 23 24 26 27
21° 1,8 20 22 24 25 27 28
TABLA 4(b).VI

Calculo de la masa volumica a 20° C (pyg) a partir de la densidad 15/15

\ \ Vinos |
Grados alcohdlicos 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Correcciones ¢ 519191920 202021212222
Grados alcohdlicos 1,8 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Correcciones ¢ 232424252627 272329 30
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Vinos dulces
1,040 1,060
24 26

Densidades

1,000 1,020 1,080|1,100| 1,200
10° 20 22 , , 27 29 31
13° 21 23 25 27 28 31 32
15° 22 256 27 29 30 33 34
17° 23 26 28 30 31 34 35
19° 25 28 30 32 33 36 37

21° 27 29 31 33 34 37 38

Grados alcohdlicos

5(a). TITULO ALCOHOMETRICO (1)

(Método picnométrico)
(1) Denominacién adoptada para el grado alhdlico por la Oficina Internacional del Vino (O. . V.).
5(a).1 Principio.

El titulo alcohométrico es igual al numero de litros de alcohol etilico contenidos en 100 |
de vino, medidos ambos volumenes a 20 °C, y se expresa en grados alcohdlicos
volumétricos, con una precision de 0,1 °C.

Se determina por destilacién simple de liquido alcalinizado y medida de la densidad del
destilado por picnometria.

5(a).2 Material y aparatos.
5(a).2.1 Aparato de destilacion.—Consta de las siguientes partes:

).
5(a).2.1.1 Matraz de destilacién de 1.000 ml con rodaje esmerilado.
5(a).2.1.2 Columna rectificadora de 20 cm de largo.
5(a).2.1.3 Disco metalico o de amianto con un orificio de 8 cm de diametro.
5(a).2.1.4 Refrigerante de West de 40 cm de longitud, con circulacién rapida de agua y
dispuesto verticalmente.

5(a).2.2 Picnédmetro.—Como en 4(a).2.1, de vidrio pyrex.

5(a).2.3 Tara del picndmetro.—Recipiente de vidrio del mismo volumen exterior que el
picnémetro. Se llena casi por completo con una solucién de cloruro de sodio, de densidad tal
que la masa de esta tara sea igual a la masa del picnémetro lleno de un liquido de
densidad 1,01. Este recipiente se cierra a la llama. Su capacidad exterior debe ser igual a la
del picnémetro lleno, con una aproximacion de 1 ml de diferencia.

5(a).2.4 Termostato y accesorios, descritos en 4(a).2.

5(a).2.5 Balanza analitica de 0,1 mg y 100 g de carga.

5(a).3 Reactivos.
5(a).3.1 Lechada de cal. Solucién de 120 g de CaO en 1.000 mililitros de agua.
5(a).4 Procedimiento.

Para vinos jovenes o espumosos, eliminar previamente el gas carbonico. Agitar 250 ml
de vino en un matraz de 500 mililitros previamente siliconado el interior del matraz por tres
gotas de solucion al 1 por 100, de silicona soluble en agua, y después de bien seco, afadir
el vino.

5(a).4.1 Destilaciéon.—Medir 250 ml de vino en matraz aforado con cuello de 12 mm de
diametro interior como maximo, y anotar la temperatura.

Introducir el vino en un matraz de destilacion que contenga una docena de fragmentos
de materia porosa (piedra pémez). Lavar el matraz cuatro veces con 5 ml de agua. Afadir 10
ml de la lechada de cal. La materia colorante del vino debe virar a la alcalinidad. En el caso
vinos muy acidos, puede comprobarse por toques externos el viraje de la fenolftaleina.
Recoger el destilado en el mismo matraz de 250 ml, conteniendo unos 10 mililitros de agua
pura, en la que debe sumergirse el pico del tubo afilado, prolongacién del refrigerante.
Destilar por lo menos 200 ml. Después agitar y llenar hasta volumen con agua, a la misma
temperatura que se midioé el vino inicialmente.
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5(a).4.2 Tarado del picndmetro vacio.—Poner en un platillo de la balanza la tara y en el
otro el picnémetro vacio, limpio y seco, y a su lado, las masas necesarias p, para entre
ambos equilibrar la balanza.

La masa equivalente a la de la tara sera:

Masa del picnédmetro + m + p

m =0,0012 V.

m = masa en g del aire contenido en el picndmetro vacio.
V = volumen en ml del picnédmetro.

0,0012 g/ml = masa volumica del aire.

El volumen del picnédmetro se considera, con suficiente aproximacién, que es
numéricamente igual a la masa del agua que llene el picnémetro.

Para calcular esta masa, colocar el picnémetro lleno de agua en el platillo de la balanza,
si p es la masa que hay que colocar a su lado para equilibrar la de la tara, la masa m sera: m
=(p-p")-0,0012.

Operar siempre a 20° exactamente para realizar el enrase, utilizando el termostato. Si se
opera a t°, para conocer el volumen del picnometro a 20°, hay que multiplicar (p — p') por un
factor F, que da la tabla 5 (a),l para picndmetro del vidrio pyrex.

Repetir estas operaciones de tara tres veces seguidas. Al cabo de un afo, volver a
comprobar la tara del picnémetro.

Con balanza monoplato, proceder analogamente. Primero poner la tara, hacer la lectura
correspondiente en la escala de pesos y después poner el picndmetro vacio. Anotar los
pesos p que hay que anadir hasta marcar la pesada que alcanz6 la tara.

Tara = picndmetro + aire + p

5(a).4.3 Determinacion picnométrica.—Llenar el picndmetro lavado y seco con las
precauciones expuestas en 4(a).3 con el destilado alcohdlico a la temperatura ambiente,
llevar después al termostato, agitar el liquido haciendo girar el picnémetro por dos o tres
veces, hasta que la temperatura que marca el termdmetro del picndmetro sea constante.
Enrasar con el borde superior del tubo lateral, secar éste, colocarlo sobre el tapdn receptor
(para pequenos desbordes) y anotar la temperatura t° utilizando una lupa. Secar con el
mismo cuidado el exterior del picnémetro y llevarlo al platillo de la balanza. Equilibrar la tara
del picnémetro colocada en el otro platillo.

5(a).5 Calculo.
Calcular el titulo alcohométrico expresado en grados alcohdlicos volumétricos.

5(a).5.1 Calculo de la masa volumica aparente.

pi= p+m-p
" Volumen del picnémetro a 20°

pt = masa volumica aparente.

m = masa del aire contenido en el picndmetro vacio.
p = diferencia de masa entre la tara y el picndmetro lleno con destilado alcohdlico.

5(a).5.2 Calculo de grado alcohométrico.

Calcular el grado alcohdlico internacional O. I. V. a 20 °C utilizando la tabla 5 (a).1 de
masas volumicas a t ° corregidas del empuje del aire.

Buscar sobre la linea horizontal correspondiente a la cifra de la parte entera de la
temperatura, t, la cifra de la masa volumen inmediatamente superior a pt. El grado alcohdlico
que encabeza la columna donde se encuentra esta cifra sera la parte entera del grado
alcoholico a 20 °C.

Determinar la masa volumica p correspondiente a la parte entera de la temperatura, t
utilizando la diferencia tabular que se lee por debajo de la masa volumica inmediatamente
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superior a pt antes encontrada, y la cifra decimal t, p = p; + (diferencia tabular x parte

decimal de t) 10°.

Hallar la parte decimal del grado alcohdlico a 20°, buscando en las tablas sobre la linea
horizontal que comienza con la cifra de los enteros de la temperatura, t, la masa volumica p'
que sea inmediatamente superior a p, y dividiendo la diferencia p' — p por la diferencia
tabular que esta a la derecha de la cifra de la masa volumica p.

5(a).6 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A2, 1-25. 1969.

2. P. Jaulmes, S. Brun:

alcoométriques». Société Pharmacie Montpellier, 26: 2, 111-141, 1966.

«Tables de correspondance entre les diverses tables

TABLA 5(a).|

Masas volumicas aparentes de mezclas hidroalcohdlicas (picnémetro Pyrex)

Temperaturas GRADOS ALCOHOLICOS
0 | 1 | 2 | 3 [ 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 1
100999 1998 1996 1995 1993 1992 1991 1980 1988 1987 1986 1985 1
6150 1146 6543 2239 8334 4930 1025 9419 7516 59 13 46 11 35 08
9 8 8 9 9 10 9 10 11 11 12 13
140999 1998 1996 1995 1993 1992 1991 1980 1988 1987 1986 1985 f
52 49 03 46 57 44 1339 7435 3929 1026 84 20 64 16 48 14 34 21 22 09
0 10 10 10 10 10 11 11 12 12 13 15
400 999 1997 1996 1995 1993 1992 1990 1989 1988 1987 1986 1985 f
42 49 93 46 47 44 0339 6435 2930 9926 7321 5216 36 15 21 14 07 09
11 11 11 11 11 11 2 12 12 14 15 15
430999 1997 1996 1994 1993 1992 1990 1980 1988 1987 1986 1984 f
3149 8246 36 44 9239 5335 1831 8726 6121 4018 2216 06 14 92 11
2 12 13 12 13 13 13 13 14 15 15 16
140999 1997 1996 1994 1993 1992 1990 1989 1988 1987 1985 1984 1
19 49 70 47 23 43 80 40 4035 0531 7426 4822 2619 07 16 91 15 76 12
14 14 13 14 14 14 14 15 16 16 17 18
150 999 1997 1996 1994 1993 1991 1990 1989 1988 1986 1985 1984 f
05 49 56 46 10 44 66 40 26 35 91 31 6027 3323 1019 91 17 74 16 58 13
14 14 15 14 14 15 16 16 16 17 18 10
je0 998 1997 1995 1094 1993 1991 1990 1989 1987 1986 1985 1984 f
9149 42 47 9543 52 40 1236 76 32 44 27 17 23 94 20 74 18 56 17 39 14
6 18 15 16 16 16 16 17 18 18 19 20
470998 1997 1995 1994 1992 1991 1990 1989 1987 1986 1935 1984 1
75 49 26 46 80 44 36 40 96 36 60 32 2828 0024 7620 56 19 37 18 19 15
7 17 17 17 18 18 18 18 18 19 20 21
1go 998 1997 1995 1994 1992 1991 1990 1988 1987 1986 1985 1983 1
53 49 09 46 63 44 19 41 78 36 42 32 1028 8224 5821 3720 17 19 98 16
18 16 18 18 18 19 19 20 20 21 21 22
40 998 1996 1995 19094 1992 1991 1989 1988 1987 1986 1984 1983 f
40 49 91 46 4544 01 41 60 37 2332 9129 6224 3822 1620 96 20 76 17
19 19 20 20 19 19 20 20 21 2 23 23
0o 998 1996 1995 1993 1992 1991 1989 1983 1987 1985 1984 1983 1
2149 72 47 2544 8140 4137 0433 7129 4225 1723 9421 7320 53 18
20 20 20 20 21 21 21 2 2 2 23 24
910 999 1996 1995 1993 1992 1990 1989 1988 1986 1985 1984 1933 f
0149 52 47 0544 8141 2037 8333 5030 2025 9523 7222 5021 29 19
21 21 21 21 21 2 2 2 23 24 2 26
9o 997 1996 1994 1993 1991 1990 1989 1987 1986 1985 1984 1983 1
30 49 3147 84 44 40 41 9938 6133 2830 9826 7224 4822 2623 03 20
22 22 22 23 23 23 23 24 25 25 26 26
930 957 1995 1994 1993 1991 1990 1989 1987 1986 1985 1984 1932 1
58 49 09 47 62 45 17 41 76 38 38 33 05 31 74 27 47 24 2323 00 23 77 21
24 24 24 23 24 24 25 25 25 26 27 27
040 997 1995 1994 1992 1991 1990 1988 1987 1986 1984 1983 1982 f
34 49 85 47 38 44 94 42 52 38 14 34 80 31 49 27 2225 97 24 73 23 50 22
24 24 24 25 25 25 25 25 26 27 27 29
050 997 1995 1994 1992 1991 1989 1988 1987 1985 1984 1983 1982 1
10 49 61 47 14 45 69 42 27 38 89 34 5531 2428 9626 70 24 46 25 21 23
25 25 25 25 25 26 26 27 27 27 29 29
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Tomperaturas GRADOS ALCOHOLICOS
0 1 2 [ 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 1
jco 996 1995 1093 1992 10991 1080 1988 1986 1985 10984 1983 1081 1
8549 36 47 89 45 44 42 02 39 63 34 29 32 97 23 69 26 43 26 17 25 92 24
26 26 27 27 27 27 28 28 29 29 29 31
,70 996 1995 1993 1992 1990 1989 1988 1986 1985 1984 1982 1981 1
50 49 10 48 82 45 17 42 7539 36 35 01 32 69 20 40 26 14 26 88 27 61 24
27 26 27 27 28 28 28 29 29 30 31 31
jg- 996 1994 1993 1991 1990 1980 1987 1986 1985 1983 1982 1981 1
32 50 82 47 3545 90 43 47 39 08 35 73 33 40 29 11 27 84 27 57 27 30 26
28 28 28 28 28 28 29 29 30 31 31 32
jop 996 1994 1093 1991 1990 19088 1987 1986 1984 1983 1982 1980 1
04 50 54 47 07 46 61 42 19 39 30 36 44 33 11 30 81 28 53 27 26 28 98 27
20 20 29 29 30 30 3 31 31 31 32 33
40 995 1994 1992 1991 1989 1988 1987 1985 1984 1983 1981 1980 1
75 50 25 47 78 46 32 43 69 39 50 36 14 34 80 30 50 28 22 28 94 29 65 28
Tomperaturas GRADOS ALCOHOLICOS
10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 156 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21
986 1935 1984 1983 1982 .. 961 ., 980 . O79 _, O78 ., 977 .. 976 .. 975
10 46 11 3508 27 04 2302 21 99 20 98 Tpp 94 50 9 "5 91 45 89 55 90 g 91
12 13 14 15 16 18 19 20 22 24 25 27
. 986 1935 1984 10983 10982 1981 . 980 .. 979 __ 978 . 977 . 976 .. 975
" 3412 2209 13 05 08 03 0501 04 98 05 9 g9 95 "4 93 "pq 90 "54 92 T5g 93
13 15 15 17 18 19 20 22 23 25 271 28
. 986 10935 1983 1982 1981 1980 1970 . 978 . 977 ._ 976 .. 976 . 975
12 2114 0709 98 07 9104 37 02 8500 85 25 g7 98 g1 9 g5 92 o4 93 "4y 5
15 15 17 17 19 20 22 23 25 26 27 30
. 985 1984 1983 1932 1981 1980 1979 . 978 __ 977 . 976 .. 975 .. 974
& 06 14 92 11 81 07 74 06 63 03 6502 63 20 64 98 g 96 70 93 77 96 "5 96
15 16 17 19 19 21 23 24 25 26 29 30
. 985 1984 1983 1932 10981 1980 1979 1978 . 977 . 976 .. 975 __ 974
14 9115 76 12 64 09 55 06 49 05 44 03 41 01 40 20 41 97 44 96 45 97 54 98
17 18 19 20 22 22 24 25 26 28 29 31
o 985 19084 1983 1982 1981 10930 1979 1973 1977 . 976 . 975 .o 974 1
74 16 52 13 45 10 3503 2705 2205 1702 1500 152 16 ¥ 1999 20 00
18 19 20 21 22 24 24 26 28 29 31 32
o 935 1984 1083 1982 1981 1079 1078 1977 1976 1975 974 1973 1
56 17 39 14 25 11 14 09 05 07 98 05 93 04 80 02 87 00 87 22 83 00 88 01
19 20 21 2 23 24 26 27 28 30 31 33
0 935 1984 1983 1981 1980 1979 1078 1977 1976 1975 1974 1973 1
3719 10 15 04 12 92 10 82 08 74 07 67 05 62 03 59 02 57 00 57 02 55 03
20 21 22 23 24 26 27 28 30 31 32 34
g0 985 1983 1982 1981 1980 1979 1078 1977 1976 1975 1974 1973 1
1719 9116 32 13 4512 58 10 48 08 40 06 34 05 29 03 26 01 25 04 21 05
21 22 23 24 25 26 25 29 30 32 34 35
g0 984 1083 1082 1981 1980 1079 1073 1977 1975 1974 1973 1972 1
96 20 71 17 59 14 4512 33 11 22 10 12 07 0506 99 05 94 03 91 05 86 03
2 23 24 26 27 28 28 30 32 33 34 36
e 984 1983 1982 1981 1980 1978 1977 1976 1975 1974 1973 1972 1
7320 53 13 35 16 19 13 06 12 94 10 84 09 7508 67 06 61 04 57 07 50 08
23 24 25 26 27 28 30 31 32 34 35 36
oo 984 1983 1982 1980 1979 1978 1977 1976 1975 1974 1973 1972 1
50 21 29 19 10 17 93 14 79 13 66 12 54 10 44 09 35 08 27 05 22 08 14 10
24 26 27 27 20 30 31 32 33 34 36 38
o 984 1933 10981 1080 1979 1978 1977 1976 1975 1973 1972 1971 1
26 23 0320 83 17 66 16 50 14 36 13 23 11 12 10 02 09 93 07 86 10 76 11
2% 26 27 28 29 30 31 33 34 36 37 38
jge 984 1982 1981 1980 1979 1978 1976 1975 1974 1973 1972 1971 1
0023 77 21 56 18 38 17 21 15 06 14 92 13 79 11 68 11 57 08 40 11 38 13
27 271 28 30 30 32 33 34 36 36 38 40
e 983 1982 1981 1980 1978 1977 1976 1975 1974 1973 1972 1970 1
7323 5022 28 20 0217 9117 74 15 59 14 4513 32 11 21 10 11 13 98 14
27 28 30 30 32 32 34 34 36 38 39 40
jge 983 1982 1980 979 1973 1977 1976 1975 1973 1972 1971 1 90 1
46 25 21 23 89 78 19 59 17 4217 2514 1115 96 13 83 11 72 14 58 15
29 29 30 31 32 34 34 36 37 38 40 41
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Temperaturas GRADOS ALCOHOLICOS
P 10 1M1 | 12 [ 13 [ 14 [ 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 2
060 983 1981 1980 1979 1978 1977 1975 1974 1973 1972 1971 1970 1
17 25 9224 88 21 47 20 27 19 0517 9116 7516 59 14 4513 22 15 17 17
29 31 31 33 33 34 36 37 33 99 40 42
70 982 1981 1980 1979 1977 1976 1975 1974 1973 1972 1970 1 969 1
8827 6124 37 23 1420 9420 7419 5517 3817 21 15 06 14 92 17 15 18
31 31 33 33 35 35 36 37 38 40 41 42
280 982 1981 1980 1978 1977 1976 1975 1974 1972 1971 1970 1 969 1
5727 2026 04 23 8122 5920 3920 19 18 01 18 83 17 66 15 51 18 33 20
31 32 33 34 35 36 37 39 40 41 43 44
ogo 982 1980 1979 1978 1977 1976 1974 1973 1972 1971 1970 1 968 1
2623 9327 71 24 4723 2421 0321 8220 6219 43 18 2517 08 19 89 21
32 33 34 35 36 37 38 39 40 42 42 44
30° 981 1980 1979 1978 1976 1975 1974 1973 1972 1970 1969 1 968 1
94 29 5528 37 25 1224 8822 6622 4421 2320 0320 83 17 66 21 45 23
Tomporaturas | GRADOS ALCOHOLICOS
19 [ 20 21 | 22 | 235 | 24 | 2% | 2 | 21 | 28 | 29 30
10° 97745 89 97656 90 97566 91 97475 91 97384 04 97290 O4 97196 94 97102 97 97005 99 96906 101 96605 103 93702
2 25 27 29 32 32 35 37 39 41 43 45
11° 97721 90 97631 92 97530 93 07446 94 97352 94 97258 97 97101 96 97065 99 96966 101 96865 103 96762 105 96657
25 27 28 30 31 34 35 38 40 42 4 46
12 97696 92 97604 93 97511 95 97416 95 97321 O7 97224 98 97126 99 97027 101 96026 103 96823 105 96718 107 96311
26 27 30 31 33 35 37 38 40 42 4 46
13° 97670 93 97577 96 97481 96 97385 97 97288 99 97139 100 97089 100 96989 103 96066 105 96781 107 96674 109 96565
26 29 30 32 34 35 37 40 42 4 46 47
140 97644 96 97548 O7 97451 98 97353 99 97254 100 97154 102 97052 103 96949 105 96844 107 96707 109 96623 110 96518
23 29 31 33 35 37 39 40 42 4 46 48
150 97616 97 97519 99 97420 100 97320 101 97219 102 97117 104 97013 104 96909 107 96802 109 96693 111 96582 112 96470
29 31 32 33 35 37 39 # 43 4 46 48
16° 97587 99 97483 100 97388 101 97287 103 97184 104 97080 106 96974 106 96868 100 96759 110 96049 113 96536 114 964 22
30 31 33 35 36 38 40 42 43 46 47 49
17° 97557 100 97457 102 97355 103 97252 104 97148 106 97042 108 96934 108 96826 110 96716 113 96603 114 96489 116 96373
31 32 34 36 38 40 # 42 45 46 48 50
18 97526 101 97425 104 97321 105 97216 106 97110 108 97002 109 96963 109 96784 113 96671 114 96567 116 96441 118 96323
32 34 35 36 38 39 # 4 45 47 48 50
19° 97494 103 97391 105 97286 106 97180 108 97072 109 96963 111 96852 112 96740 114 96626 116 96510 118 96392 119 96273
33 34 36 38 39 41 43 4 46 48 49 51
20° 97461 104 97357 107 97259 108 97142 109 97033 111 96922 113 96809 113 96696 116 96580 118 96462 119 96343 121 96222
34 35 38 38 40 # 43 45 46 48 50 52
21° 97427 105 97322 108 97214 110 97104 111 96993 112 96881 115 96766 115 96651 117 96534 120 96414 121 96200 123 96170
34 36 38 39 41 43 4 45 47 49 50 52
22° 97393 107 97286 110 97176 111 97065 113 96952 114 96538 116 96722 116 96606 119 96487 122 96365 122 96243 125 96118
36 37 38 40 41 43 4 47 48 49 52 53
23° 97357 108 97249 111 97138 113 97025 114 96911 116 96795 117 96678 119 96559 120 96439 123 96316 125 96191 126 96066
38 38 40 41 42 4 46 47 49 51 52 53
240 97321 110 97211 113 97096 114 96984 115 96869 118 96751 110 96632 120 96512 122 96390 125 96265 126 96139 127 96012
38 39 40 41 4 45 65 48 50 51 52 56
25° 97283 111 37172 114 97058 115 96943 118 96625 119 96706 120 96586 122 96454 124 96340 126 95214 127 96087 130 95967
38 40 41 43 4 45 47 48 50 51 53 54
26° 97245 113 97132 115 97017 117 96900 119 96781 120 96661 122 98539 123 96416 126 96290 127 95163 129 96034 131 95903
39 40 42 44 4 46 48 48 50 52 54 55
27° 97206 114 97092 117 96975 118 96857 120 96737 122 96615 124 96491 124 96367 127 96240 129 96111 131 95080 132 95958
40 # 42 44 46 47 48 50 52 53 54 56
28° 37166 115 97051 118 96933 120 96813 122 96691 123 96568 125 96443 126 96317 123 96188 130 96058 132 95920 134 95792
# 43 4 45 46 48 49 51 52 54 55 57
20° 97125 117 97003 119 96389 121 96763 123 96646 125 96520 126 96394 128 96266 130 96136 132 96004 133 95371 136 95735
42 42 4 45 47 48 50 51 53 54 56 57
30° 97083 117 96966 121 96845 123 96722 124 96598 126 96472 128 98344 129 96215 132 96083 133 95950 135 95815 137 95678

5(b).1 Principio.

Como en 5(a).1.

5(b). TITULO ALCOHOMETRICO

(Método areométrico)

5(b).2 Material y aparatos.
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5(b).2.1 Aparatos de destilacién.—Como en 5(a).2.1.
5(b).2.2 Aparatos para areometria.

).
).
5(b).2.2.1 Alcohémetro.
5(b).2.2.2 Termémetro.
5(b).2.2.3 Probeta.

5(b).3 Reactivos.

Como en 5(a).3.

5(b).4 Procedimiento.

Las generalidades como en 5(a).4.

5(b).4.1 Destilacion.—Como en 5(a).4.1.

5(b).4.2 Determinacién areométrica.—Como en 4(b).3, teniendo en cuenta que se utiliza
destilado en vez de vino, y que el tallo del areémetro viene graduado en grados alcohdlicos
aparentes. Hacer al menos tres lecturas del grado alcohdlico aparente, sirviéndose si es
preciso de una lupa.

5(b).5 Calculo.

Calcular el grado alcohdlico internacional O. I. V. a 20 °C, utilizando la tabla 5(b),l,
anadiendo o restando al grado alcohdlico aparente a t° la correccion correspondiente.

5(b).6 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A2, 1-25. 1969.
2. P. Jaulmes, S, Brun: «Tables de correspondance entre les diverses tables
alcoométriques». Société Pharmacie Montpellier, 26: 2, 111-141, 1966.

TABLA 5(b).I

Correcciones a efectuar, sobre el grado alcohdlico aparente para corregir la accion de la
temperatura

Grados alcohdlicos aparentes

Temperaturas 514 1 3 [ 3 [ 456 |7 | 8] 9101112131415 16 17
10° 0,84 0,87 0,88 0,92 0,9 1,01 1,08 1,16 1,24 1,34 1,44 1,58 1,73 1,89 2,06 2,24 2,43 2,63
11° 0,80 0.81 0.83 0.86 0.90 0,96 1,01 1,08 1,16 1.25 1,34 1,46 1,59 1.73 1.88 2,04 2,21 2.38
12° 0.74 0.76 0.78 0,80 0,84 0,88 0,94 1,00 1,07 1.15 1,23 1,32 1,43 1,55 1,68 182 197 2.13
13° 0,67 0,69 0.70 0.73 0.76 0,80 0,86 0,90 0,95 1,02 1,10 1,18 1,28 1,38 148 1,60 1.72 185
14° o 060 061 062 0,65 0,68 071 0,75 0,79 0,85 0,90 096 1,03 1,11 1,19 128 1,39 1,49 1,59
15° 051 0,52 0.54 0.56 0.58 0.61 0,64 0,68 0,72 0,77 0,82 0,87 0.94 1,01 1,09 117 1.26 1,34
16° 0.42 0.43 0.45 0.46 0.48 0,50 0,53 0,55 0,58 0,62 0,66 0,71 0.76 0,82 0,88 0,94 1.01 1.08
17° 0,32 0.33 0.34 0.35 0.37 0.39 0.41 0,43 0,46 0,48 0,51 0,55 0,58 0,63 0,67 0.71 0,76 0,81
1° 0.23 0.24 0.24 0.25 0.26 0,27 0,28 0,30 0,31 0,33 0,34 0,36 0,39 0,42 0,45 0,47 0,50 0,53
19° 0.11 0.12 0.12 0.13 0.13 0,13 0,14 0,15 0,16 0,16 0,17 0,18 0,20 0,21 0,23 0,24 0,26 0,28
20°

21° 0,13 0,13 0,13 0,14 0,14 0,15 0,15 0,16 0,17 0,18 0,19 0,20 0,21 0,23 0,24 0,26 0,28
22° 0.26 0,27 0.28 0,28 0,29 0,30 0,32 0,34 0,35 0,37 0,40 0,42 0,44 0,46 048 051 0,54
23° 0.41 0,42 0,43 0,44 0,45 0,47 0,49 0,51 0,54 0,56 0,60 0,63 0,67 0,71 0,74 0,78 0,82
24° 0,56 0,57 0.58 0,59 0,61 0,64 0,67 0,70 0,73 0,77 0,81 0,85 0,89 0,94 0,99 1.04 109
25° o . 071072073075 078 081 0,84 089 0,93 0,98 1,02 1,07 1,12 1,18 124 1,32 1,38
26° 0.86 0,88 0.91 0,93 0,96 1,00 1,04 1,09 1,14 1,19 1,24 1,30 1,36 143 151 157 165
27° 1,05 1,08 1.10 1.14 1.18 123 128 1.34 1.40 1.46 1.53 1.60 1.68 1.76 1.85 1,93
28° 122 125 128 133 1.38 144 150 156 1,62 1.68 1.75 1.83 1.92 2,02 2,11 2.21
29° 1.40 1.44 1,48 152 1,58 1.64 1.71 1.78 1.85 1,92 2,00 2.08 2,17 2,28 2,39 2,50
30° 1,59 1,62 1,66 1,71 1,77 1.85 1,93 2,00 2,07 2,15 2,23 2.33 2.45 2,55 2,67 2,79
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Temperaturas Grados alcohdlicos aparentes

P 13[14[15[16 [17[18[ 192021 [22 [23 |24 [25 |26 |27 [ 28] 29 ] 30
10° 1,89 2,06 2,24 2,43 2,63 2,84 3,01 3,15 3,29 3,44 3,58 3,70 3,82 3,93 4,04 4,14 4,24 4,33
11° 1,73 1,88 2,04 2,21 2,38 2,56 2,71 2,84 2,95 3,08 3,21 3,32 3,42 3,52 3,61 3,69 3,78 3,86
12° 1,55 1,68 1,82 1,97 2,13 2,27 2,40 2,51 2,63 2,73 2,84 2,93 3,02 3,10 3,18 3,25 3,32 3,39
13° 1,38 1,48 1,60 1,72 1,85 1,99 2,11 2,20 2,29 2,38 2,47 2,57 2,64 2,71 2,78 2,84 2,89 2,94
14° Sumar 1,19 1,28 1,39 1,49 1,59 1,71 1,81 1,89 1,96 2,03 2,11 2,19 2,25 2,30 2,36 2,42 2,47 2,52
15° 1,01 1,09 1,17 1,26 1,34 1,44 1,51 1,58 1,64 1,71 1,77 1,82 1,87 1,91 1,96 2,01 2,05 2,09
16° 0,82 0,88 0,94 1,01 1,08 1,15 1,20 1,26 1,31 1,36 1,40 1,45 1,49 1,53 1,56 1,59 1,62 1,64
17° 0,63 0,67 0,71 0,76 0,81 0,85 0,90 0,95 0,99 1,02 1,06 1,09 1,12 1,15 1,17 1,19 1,21 1,23
18° 0,42 0,45 0,47 0,50 0,53 0,56 0,60 0,63 0,65 0,68 0,70 0,72 0,75 0,76 0,77 0,79 0,81 0,82
19° 0,21 0,23 0,24 0,26 0,28 0,29 0,30 0,31 0,32 0,33 0,34 0,35 0,36 0,37 0,38 0,40 0,41 0,42
20°
21° 0,21 0,23 0,24 0,26 0,28 0,30 0,31 0,32 0,33 0,34 0,35 0,36 0,37 0,38 0,38 0,39 0,39 0,40
22° 0,44 0,46 0,48 0,51 0,54 0,57 0,60 0,62 0,65 0,67 0,69 0,71 0,73 0,74 0,76 0,78 0,79 0,81
23° 0,67 0,71 0,74 0,78 0,82 0,86 0,90 0,94 0,98 1,00 1,03 1,06 1,08 1,11 1,14 1,16 1,19 1,21
24° 0,89 0,94 0,99 1,04 1,09 1,14 1,21 1,27 1,31 1,35 1,38 1,42 1,46 1,50 1,53 1,56 1,58 1,60
25° Restar 1,12 1,18 1,24 1,32 1,38 1,44 1,51 1,60 1,65 1,69 1,72 1,76 1,81 1,86 1,90 1,94 1,97 2,00
28° 1,36 1,43 1,51 1,57 1,65 1,73 1,82 1,90 1,97 2,02 2,06 2,12 2,18 2,23 2,28 2,31 2,35 2,39
27° 1,60 1,68 1,76 1,85 1,93 2,02 2,12 2,22 2,30 2,36 2,42 2,47 2,53 2,59 2,64 2,70 2,74 2,78
28° 1,83 1,92 2,02 2,11 2,21 2,31 2,43 2,54 2,63 2,70 2,76 2,83 2,96 2,96 3,02 3,07 3,12 3,16
29° 2,08 2,17 2,28 2,39 2,50 2,62 2,73 2,85 2,96 3,05 3,11 3,18 3,25 3,32 3,39 3,45 3,51 3,56
30° 2,33 2,45 2,55 2,67 2,79 2,91 3,04 3,16 3,28 3,38 3,46 3,54 3,61 3,69 3,76 3,83 3,89 3,95

6. EXTRACTO SECO TOTAL
6.1 Principio.

El extracto seco total o materias secas totales es el conjunto de todas las sustancias
que, en condiciones fisicas determinadas, no se volatilizan. Estas condiciones fisicas deben
fijarse de tal manera que las sustancias componentes de este extracto sufran el minimo de
alteracion.

El extracto seco total se calcula indirectamente conociendo la densidad del «residuo sin
alcohol», que es el vino cuyo alcohol ha sido evaporado y después se ha restablecido el
volumen primitivo por adiciéon de agua.

6.2 Procedimiento.

Llevar el residuo de la destilacidn del alcohol del vino (sin previa neutralizacion) al matraz
en donde se midié el vino. Lavar el matraz en donde se destilo el vino con varias porciones
de agua, y llenar con estas aguas hasta volumen, el matraz con el residuo de la destilacion,
a la misma temperatura a la que se enraso el vino. Mezclar bien, verter en una probeta y
determinar la densidad como en 4(a).

6.3 Calculo.

Calcular el extracto seco expresado en g/l a partir de la densidad del residuo sin alcohol
utilizando la tabla 8.1.

6.3.1 Determinar la densidad del residuo sin alcohol como en 6.2.
6.3.2 Calcular la densidad 20/20 del residuo sin alcohol segun la formula de Tabarié:
di=dv—-da+1

df = densidad 20/20 del residuo sin alcohol.
dv = densidad del vino a 20°.
da = densidad a 20° de la mezcla hidroalcohdlica del mismo grado que el vino.

6.3.3 Calcular la densidad del residuo sin alcohol a partir de las masas volumicas.

di = 1,0018 (py —pa) + 1

py, = masa volumica del vino a 20°.
p5 = masa volumica a 20" de la mezcla hidroalcohdlica del mismo grado que el vino.

Para valores de p, menores a 1,05 puede tomarse 1 en vez de 1,0018.
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6.4 Observaciones.

El extracto seco se expresa por la cantidad de sacarosa que, disuelta en agua hasta 1 |,
da una solucion de la misma densidad que el residuo sin alcohol. En la tabla 6.1 se
encuentra la equivalencia de esta densidad, en extracto, expresada en sacarosa.

6.5 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A3, 1-8. 1969.

TABLA 6.1

Contenido en extracto seco (g/l)

Ferrer decimal de la densidad

Densidad con dos decimales

0\1\2\3\4\5\6\7\8\9
Gramos de extracto por litro

1,00 0 26 51 77 10,3 129 154 18,0 20,6 23,2
1,01 258 284 31,0 336 36,2 388 41,3 439 46,5 491
1,02 51,7 543 56,9 59,5 62,1 64,7 67,3 699 725 75,1
1,03 77,7 80,3 32,9 855 88,1 90,7 93,3 959 985 101,1
1,04 103,7 106,3 109,0 111,6 114,2 116,8 119,4 122,0 124,6 127,2
1,05 129,8 132,4 135,0 137,6 140,3 142,9 1455 148,1 150,7 153,3
1,06 155,9 158,6 161,2 163,8 166,4 169,0 171,6 174,3 176,9 179,5
1,07 182,1 184,8 187,4 190,0 192,6 195,2 197,8 200,5 203,1 205,8
1,08 208,4 211,0 213,6 216,2 218,9 221,5 224,1 226,8 229,4 232,0
1,09 234,7 237,3 239,9 2425 2452 247,8 250,4 253,1 255,7 258,4
1,10 261,0 263,6 266,3 268,9 271,5 274,2 276,8 279,5 282,1 284,8
1,11 287,4 290,0 292,7 295,3 298,0 300,6 303,3 305,9 308,8 311,2
1,12 313,9 316,5 319,2 321,8 324,5 327,1 329,8 332,4 335,1 337,8
1,13 340,4 343,0 345,7 348,3 351,0 353,7 356,3 359,0 361,6 364,3
1,14 366,9 369,6 372,3 375,0 377,6 380,3 382,9 385,6 388,3 390,9
1,15 393,6 396,2 398,9 401,6 404,3 406,9 409,6 412,3 415,0 417,6
1,16 420,3 423,0 425,7 428,3 431,0 433,7 436,4 439,0 441,7 4444
1,17 4471 449,8 452,4 455,2 457,8 480,5 463,2 465,9 468,6 471,3
1,18 473,9 476,6 479,3 482,0 484,7 487,4 490,1 492,8 495,5 498,2
1,19 500,9 503,5 506,2 508,9 511,6 514,3 517,0 519,7 522,4 5251
1,20 527,8 - - - - - - - - -

TABLA INTERCALAR

[4.° decimal de la densidad | Extracto g/l |
0,5
0,8
1,0
1,3
1,6
1,8
2,1
2,3

©oONOO G~ WN =

7(a). AZUCARES REDUCTORES

(Defecacion plumbica) (Provisional)
7(a).1 Principio.

Eliminacién previa de todas las materias reductoras distintas de los azucares por
defecacion con acetato neutro de plomo, y valoracién basada en la accién reductora sobre
solucién cuproalcalina. Aplicable a vinos blancos y tintos de color no muy intenso.

7(a).2 Material y aparatos.

7(a).2.1 Erlenmeyer de 300 ml con refrigerante de reflujo.
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7(a).2.2 Filtro de vidrio G, con capa fina de amianto de fibra fina y lavado con agua
hirviendo.
7(a).2.3 Kitasatos de 500 ml con frasco de seguridad intermedio.

7(a).3 Reactivos.

7(a).3.1 Solucion de acetato neutro de plomo (aproximadamente saturada). Afadir a 250
g de acetato neutro de plomo agua caliente hasta 0,5 | y agitar hasta disolucién completa.

7(a).3.2 Solucién de NaOH, N.

7(a).3.3 Carbonato de calcio.

7(a).3.4 Solucion cuprica A. Mezclar 40 g de sulfato de cobre puro CuSO,4 - 5H,0 con 2
ml de acido sulfurico puro y afadir agua hasta 1 .

7(a).3.5 Solucién tartrico-alcalina B. Mezclar 200 g de tartrato sodico-potasico (sal de
Seignette) KNaC4H4Og - 4H,0 con 150 g de hidréxido sodico puro y anadir agua hasta 1 I.

7(a).3.6. Solucién férrica C. Mezclar 50 g de sulfato férrico puro con 20 g de &cido
sulfurico puro y afadir agua hasta 1.000 mililitros. Comprobar esta solucién poniendo en un
vaso de vidrio 30 ml de solucion C, 100 ml de agua destilada y una gota de ortofenantrolina
ferrosa. La coloracion amarillo-verdosa de esta mezcla debe virar a verde puro con una sola
gota de permanganato 0,1 N. En caso contrario, afiadir permanganato 0,1 N a la solucion
hasta conseguir el viraje descrito. Generalmente es necesario afiadir 1-3 ml de MnO4K 0,10
N por | de solucion C.

7(a).3.7 Solucion de ortofenantrolina ferrosa. Mezclar 0,695 g de sulfato ferroso, 100 ml
de agua y 1,485 g de ortofenantrolina.

7(a).3.8 Solucion 0,1 N de permanganato potasico. Disolver 3,16 g de permanganato
potasico puro en agua hasta 1 I. Comprobar esta solucion por valoracién con una solucién de
oxalato sodico.

7(a).4 Procedimiento.

7(a).4.1 Vinos secos.—Llevar 100 ml de vino a un matraz aforado de 125 ml, afadir
(V-0,5) ml de solucion de NaOH N, siendo V el volumen de solucion N/10 utilizada para
valorar la acidez total de 10 ml de vino, como en 20.4. Afnadir agitando 5 ml de solucion
saturada de acetato de plomo y 1 g de carbonato de calcio, agitar varias veces y dejar
sedimentar por lo menos 15 minutos, enrasar con agua destilada, anadir 0,6 ml mas de agua
y filtrar.

7(a).4.2 Vinos dulces.—En un matraz aforado de 100 ml colocar un volumen de vino
variable segun su riqueza en azucar. Para vinos dulces con masa volumica comprendida
entre 1,005 y 1,038, tomar 20 ml de liquido a analizar diluido al 20 por 100. Para vinos
abocados con masa volumica entre 0,997 y 1,006, tomar 20 ml de vino no diluido.

Afadir 0,5 g de carbonato de cal, unos 60 ml de agua y cantidad (0,5-2,0 ml) de solucion
saturada de acetato de plomo hasta el limite del enturbiamiento, agitar y dejar reposar
durante 15 minutos por lo menos, agitando de cuando en cuando. Enrasar, anadir 0,2 ml
mas de agua Y filtrar.

Un ml del filtrado corresponde a 0,04 ml de vino dulce y 0,20 mililitros de vino abocado.

En el erlenmeyer de 300 ml, poner 20 ml de solucién cuprica A, 20 ml de solucién
tartrato-alcalina B, 20 ml de solucién azucarada conteniendo de 16 a 100 mg de azucar
reductor. Hacer hervir con reflujo (o con la boca del matraz tapada con un pequefio embudo)
durante 3 minutos, enfriar inmediatamente bajo una corriente de agua hasta refrigeracion
completa, dejar posar el 6xido cuproso (inclinando el erlenmeyer en un cristalizador con
algodon y descansando el cuello en el borde), filtrar después por el filtro G., con la capa de
amianto, ayudando la filtracién con la trompa de vacio. Tener la precaucién de que, en lo
posible, haya una capa de liquido sobre el precipitado adherido al fondo, tanto en el filtro
como en el erlenmeyer, para evitar que se oxide. Lavar el precipitado del erlenmeyer con
agua destilada hirviendo y verter en el filtro, repitiendo tres veces la operacion, agitar cada
vez con precaucién de operar rapidamente para no dejar al descubierto el precipitado de
6xido cuproso. Cambiar de Kitasato y proceder a la disolucion del 6xido cuproso, anadiendo
primero al erlenmeyer unos 10 ml de solucién C de sulfato férrico, que disuelve rapidamente
el precipitado y verter la solucién en el filtro. Disolver el precipitado que queda en el filtro,
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agitando con varilla de vidrio para facilitar la disolucién. Repetir tres veces estas adiciones y
lavar erlenmeyer vy filtro cinco veces con unos 20 ml de agua fria cada vez.

Valorar el sulfato ferroso formado, que se encuentra en el liquido del Kitasato, con
solucién 0,1 N de permanganato potasico, anadiendo previamente una gota de solucion de
ortofenantrolina ferrosa. Dar por terminada la valoraciéon cuando el color pase de verde-
naranja a verde franco.

7(a).5 Calculo.

La cantidad de azucar contenida en la solucidon azucarada utilizada se obtiene en la
tabla 7(a),l.

7(a).6 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A4, 8-10, 1969.
2. Jaulmes, P. «Analyse des vins», pags. 170-171. 1951.

TABLA 7(a).l
Km:g“ AzUcar invertida KZI /qg4 AzUcar invertida
mi mg ml mg
4,0 12,4 16,0 53,5
4,2 13,0 16,2 54,2
4.4 13,0 16,4 55,0
4,6 14,3 16,6 55,7
4,8 14,9 16,8 56,4
5,0 15,5 17,0 57,2
5,2 16,2 17,2 57,9
5,4 16,8 17,4 58,7
5,6 17,5 17,6 59,4
5,8 18,1 17,8 60,1
6,0 18,8 18,0 61,0
6,2 19,4 18,2 61,6
6,4 20,1 18,4 62,4
6,6 20,7 18,6 63,2
6,8 21,4 18,8 64,0
7,0 22,0 19,0 64,8
7,2 22,7 19,2 65,4
7.4 23,4 19,4 66,2
7,6 24,1 19,6 67,1
7,8 24,7 19,8 67,8
8,0 25,5 20,0 68,7
8,2 26,1 20,2 69,3
8,4 26,8 20,4 70,1
8,6 27,5 20,6 70,9
8,8 28,1 20,8 71,6
9,0 28,8 21,0 72,4
9,2 29,5 21,2 73,2
9,4 30,1 21,4 74,1
9,6 30,8 21,6 74,9
9,8 31,5 21,8 75,6
10,0 32,2 22,0 76,4
10,2 32,9 22,2 77,2
10,4 33,6 22,4 78,0
10,6 34,3 22,6 78,7
10,8 35,0 22,8 79,5
11,0 35,6 23,0 80,3
11,2 36,4 23,2 81,1
11,4 37,0 234 81,9
11,6 37,7 23,6 82,7
11,8 38,4 23,8 83,5
12,0 39,1 24,0 84,4
12,2 39,7 24,2 85,2
12,4 40,5 24,4 86,0
12,6 41,2 24,6 86,7
12,8 42,0 24,8 87,5
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ng“ Aziicar invertida ng“ Aziicar invertida
mi mg ml md
130 426 25,0 s84
13,2 433 25,2 89,2
13,4 441 25,4 90,0
13,6 44,7 25,6 90,9
13,8 455 258 i
14,0 46,3 26,0 925
14,2 47,0 26,2 93,3
14,4 47,6 26,4 94,1
14,6 48,4 26,6 95,0
14,8 49,1 26,8 95,8
15,0 49,8 27,0 96,6
15,2 50,5 27,2 97,3
15,4 51,3 27,4 98,2
15,6 52,1 27,6 99,1
15,8 52,7 27,8 99,9

7(b). AZUCARES REDUCTORES

(Defecacion mercurica) (Provisional)
7(b).1 Principio.

Eliminacién previa de todas las materias reductoras distintas de los azlcares por
defecacion con acetato de mercurio, y valoracion por la accion reductora de los azucares
sobre la soluciéon cupro-alcalina. Aplicable a vinos jévenes, de color intenso y ricos en
azucar, o cuando se va a realizar una valoracién polarimétrica. Este método proporciona la
menor pérdida de azucares reductores.

7(b).2 Material y aparatos.

7(b).2.1 Aparato generador de acido sulfhidrico. Filtrar el gas producido por la accién del
acido clorhidrico diluido sobre el sulfuro de hierro por paso a través de lana de vidrio y
lavado en un frasco lavador con agua.

7(b).2.2 Dispositivo para eliminar el exceso de &cido sulfhidrico. Eliminar el &cido
sulfhidrico en exceso después de la precipitacion del exceso de mercurio, mediante
aspiracion conectada al tubo lateral de un Kitasato, en el que se encuentra el liquido a tratar.
Tapar el matraz con un tapon atravesado por un tubo que se sumerge en el liquido.
Humedecer el aire aspirado que entra en el tubo por barboteo en un matraz de un litro lleno
hasta la mitad de agua.

7(b).3 Reactivos.

7(b).3.1 Solucién mercurica. Mezclar 240 g de 6xido de mercurio con 240 ml de &cido
acético puro y anadir agua hasta 1 I. Hervir hasta disolucién completa, enfriar y afiadir agua
hasta un litro.

7(b).3.2 Solucién de NaOH, aproximadamente 4 N. Esta solucion debe poder neutralizar
exactamente un volumen igual al suyo, de la solucién de mercurio en presencia de
fenolftaleina. Se debe comprobar esta correspondencia antes de su empleo, en particular si
se observa un depdsito en la solucién mercurica y si es necesario diluir la solucién sdédica.

7(b).3.3 Polvo de Zn. Para eliminar el exceso de mercurio.

7(b).3(4,5,6,7y8).Como7(a).3(4,56,7y8).

7(b).4 Procedimiento.

7(b).4.1 Vinos secos y dulces, en los que se propone determinar el azucar y la
desviacion polarimétrica. Colocar 100 ml de vino en una capsula de 10-12 cm de diametro y
adicionar (V-0,5) ml de NaOH N, siendo V el volumen de NaOH N/10 empleado para valorar
la acidez total de 10 ml de vino, como en 20.4. Evaporar en bario de agua hirviendo con
corriente de aire caliente sobre la superficie del liquido, hasta reducir el volumen a 50 ml,
aproximadamente. Llevar a un matraz de 100 ml, lavar tres veces la capsula con agua,
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afnadir 5 ml de solucién mercurica y, agitando, 5 ml de solucion de hidréxido de sodio que se
corresponde, volumen a volumen, con la mercurica (solucion de NaOH aproximadamente 4
N), dejar reaccionar 5 minutos por lo menos; afiadir 2 ml de solucion de acetato de mercurio
y enrasar a 100 ml. Filtrar y recoger el filtrado en un Kitasato de 500 ml.

Tratar el filtrado con una corriente de acido sulfhidrico para precipitar el mercurio en
forma de sulfuro negro (este tratamiento puede detenerse cuando el precipitado tome color
negro). Después se hace barbotar aire (previamente saturado de vapor de agua) a través del
liquido, hasta que haya perdido todo su olor a sulfhidrico (5-10 minutos) y se filtra. Un ml del
filtrado corresponde a 1 ml de vino. Este liquido se emplea sin diluciéon cuando se trata de
vino seco o con unos 5 g/l de azucar.

Con vino mas rico en azucar conviene diluir después del examen polarimétrico y antes
del analisis quimico.

7(b).4.2 Vinos secos y dulces en los que solamente se va a realizar el analisis del azucar
por el método quimico y no por polarografia. Tomar 20 ml de vino sin diluir o diluido segun
norma anterior, afiadir 20 ml de agua y 1 ml de solucion de acetato de mercurio y afiadir,
agitando, 1 ml de la solucién sodica.

Dejar actuar 5 minutos por lo menos, anadir 1 ml de solucién mercurica, enrasar con
agua vy filtrar. Tratar con acido sulfhidrico y aire humedo barbotando en la forma antes
expuesta, y filtrar. Continuar como en 7(a).4 después de la defecacion.

7(b).5 Observaciones.

En los analisis de azucar por el método quimico, para vinos no muy ricos en azucar, en
vez de eliminar el exceso de mercurio por el acido sulfhidrico, es mas practico eliminarlo
mediante la adicién del polvo de cinc, de la siguiente forma: Anadir 1 g de polvo de Zn al
liquido filtrado, agitar durante 2 horas de cuando en cuando, y filtrar.

7(b).6 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A4, 6-8. 1969.
2. Jaulmes, P. «Analyse des vins», pag. 176, 1951.

8. GLICEROL
8.1 Principio.

El glicerol separado del vino, previa defecacion, por extraccion con acetona, se oxida con
acido periédico a formaldehido. La reaccion coloreada del formaldehido con la floroglucina
permite la determinacion espectrofotométrica a 480 nm. La presencia de sorbitol y de manitol
son causa de error en la determinacion del glicerol.

8.2 Material y aparatos.
8.2.1 Aparato de destilacion. Compuesto de las siguientes partes:

8.2.1.1 Matraz esférico de 500 ml.

8.2.1.2 Columna rectificadora.

8.2.1.3 Columna Widmer con camisa de aislamiento.
8.2.1.4 Termdmetro con escala de 0-110 °C.

8.2.1.5 Refrigerante.

8.2.2 Frascos con tapon esmerilado de 1 | y de 60 ml.

8.2.3 Matraz aforado de 50 ml.

8.2.4 Matraz aforado de 200 ml.

8.2.5 Matraces con tapon esmerilado de 60 ml.

8.2.6 Matraces aforados de 100 ml.

8.2.7 Kitasato o recipiente para vacio de 250 ml.

8.2.8 Filtro de porosidad numero 4.

8.2.9 Filtros de papel Schleicher et Schull 1574 de 12,5 cm de diametro o similar.
8.2.10 Espectrofotémetro con cubetas de 1 cm de espesor interior.

8.3 Reactivos.
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8.3.1 Hidréxido de bario puro no pulverizado.

8.3.2 Arena lavada.

8.3.3 Acetona destilada.

8.3.4 Solucién 1 N de hidroxido de sodio.

8.3.5 Piedra pémez.

8.3.6 Solucién 1 N de &cido sulfurico.

8.3.7 Solucién 0,05 M de acido periddico. En un matraz aforado de 1 |, introducir 11,5 g
de periodato de potasio KIO4 y aproximadamente unos 800 a 850 ml de agua destilada. Si la
sal utilizada es K,H3lOg se pesan 15,2 g. Afiadir en seguida 15 ml de acido sulfdrico puro y
calentar muy ligeramente en bafio de agua hasta disolucion completa. Enfriar a la
temperatura ordinaria y llenar hasta volumen.

8.3.8 Solucion de floroglucina 0,2 por 100. Esta solucion debe ser renovada cada 15
dias.

8.3.9 Solucion madre de glicerol. Diluir unos 20 ml de glicerol bidestilado a 100 ml.
Determinar después la concentracion exacta de esta solucion midiendo su indice de
refraccion, y después, por diluciones convenientes y sucesivas, llevar su concentracion a 0,1

g por 1.
8.4 Procedimiento.

Extraer los polioles y valorar el glicerol.

8.4.1 Separacion de polioles.—Introducir en un matraz de 100 ml, de tapén esmerilado, 5
g de hidréxido de bario no pulverizado, 5 g de arena lavada y 10 ml de vino, que se deja
deslizar por la pared del matraz.

Si el vino contiene mas de 120 g de azucar por litro, se opera sélo con 5 ml.

Agitar enérgicamente durante 30 segundos y dejar en reposo, agitando de cuando en
cuando. Anadir después 50 ml de acetona y agitar otra vez durante 30 segundos. Llevar el
matraz a un termostato a 45 °C durante 5 minutos, agitando enérgicamente cada minuto.

Filtrar la solucion caliente por un crisol filtrante de porosidad numero 4 dispuesto sobre
Kitasato de vidrio en el que se han puesto 40 ml de agua y 5 ml de solucién 1 N de hidréxido
de sodio. Lavar el residuo tres veces con acetona, removiendo el precipitado con una
espatula. Escurrir después el precipitado lo mas posible. Trasvasar después este precipitado
al matraz del aparato destilador, enjuagando bien el Kitasato con acetona.

Destilar la acetona con llama fuerte, hasta que el termémetro marque 100 °C, y destilar
después 20 ml mas de agua.

Afadir el residuo de la destilacion aun caliente, 5 ml de acido sulfurico 1 N, dejar enfriar y
trasvasar a matraz aforado de 50 ml, Se enrasa con las aguas de lavado del matraz, agitar y
filtrar por filtro de papel.

8.4.2 Valoracién del glicerol.—Esta operacion hay que realizarla antes de las 2 6 3 horas
siguientes a la separacioén de los polioles.

Llevar una alicuota de 5 ml del filtrado anterior a matraz aforado de 100 ml y enrasar con
agua destilada.

Introducir 20 ml de esta dilucién en un matraz de 60 ml con tapén esmerilado. Anadir 10
ml de solucién 0,05 M de acido periddico. Agitar y dejar en reposo 5 minutos.

Afadir después sucesiva y rapidamente, deslizando a lo largo de la pared, las siguientes
soluciones: 10 ml de solucion N de hidroxido de sodio y 10 ml de solucién de floroglucina.
Agitar después de la adicién de cada una de las soluciones.

Llevar rapidamente la mezcla de soluciones a la cubeta del espectrofotémetro y medir la
absorbancia a 480 nm en un minuto, porque la coloracién violeta que se obtiene es muy
fugaz.

Ajustar el espectrofotdmetro de forma que la solucidn obtenida, al sustituir en
operaciones anteriores los 5 ml de filtrado por 5 ml de agua destilada, dé una densidad
Optica 0.

8.4.3 Obtencion de la curva patréon.—Diluir 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ml de solucion
inicial de glicerol de 0,1 g por |, a 200 mililitros.

Tomar después 20 ml de cada una de estas diluciones y 20 ml de la solucion inicial, y
llevar a frascos de 60 ml con tapén esmerilado y tratar como en 8.4.2 para los 20 ml de la
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dilucién del filtrado. Medir después las densidades 6pticas correspondientes, ajustando el
espectrofotobmetro como en 8.4.2.

Esta escala corresponde a riquezas en glicerol en 0,2 ml de vino, que varian de 0 a 2
mg.

8.5 Calculo.

Calcular el contenido en glicerol expresado en g/l.

. P
Glicerol = SOVf g/l

P = peso en g de glicerol obtenido de la curva patrén.

V = volumen en ml de la muestra de vino.

f = | para contenido de azucar en vinos inferiores a 5 g/l.

f = valor del factor de correccion segun la tabla 8.1 para contenidos de azucar en vinos
superiores a 5 g/l.

8.6 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A21, 1-9, 1969.

TABLA 8.1

FACTORES DE CORRECCION PARA EL CONTENIDO EN GLICEROL DE VINOS QUE

CONTENGAN AZUCARES
Contenido en azicar Contenido en azlicar

- Factor - Factor
gll g/l

5 1,020 80 1,123
10 1,030 90 1,134
20 1,045 100 1,145
30 1,060 110 1,156
40 1,073 120 1,168
50 1,086 130 1,180
60 1,099 140 1,191
70 1,111 150 1,202

9. 2-3 BUTANODIOL
9.1 Principio.

El 2-3 butanodiol separado del vino, previa defecacion, por extracciéon con acetona, se
oxida con acido periddico a acetaldehido. La reaccion coloreada del acetaldehido con el
nitroprusiato de sodio y la piperidina permite la determinacion espectrofotométrica a 570 nm.

9.2 Material y aparatos.

9.2(1,2,3,4,5,6,7,8,9y 10),como 8.2. (1,2, 3,4,5,6,7,8,9y 10).
9.3 Reactivos.

9.3(1,2,3,4,5,6y7),como8.3.(1,2,3,4,5,6y7).

9.3.8. Solucién de acetato sédico al 27 por 100.

9.3.9 Solucion de nitroprusiato de sodio al 2 por 100. Conservar en la oscuridad y
renovar semanalmente.

9.3.10 Solucién de piperidina al 10 por 100. Renovar cada 15 dias.

9.3.11 Solucion madre de 2-3 butanodiol. Utilizar 2-3 butanodiol rectificado, desechando
el primero y el ultimo tercio. Pesar con exactitud 2 g y disolverlos en 1.000 ml. Diluir esta
solucion hasta 1/10.

9.4 Procedimiento.
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Extraer los polioles y valorar el 2-3 butanodiol.

9.4.1 Separacion de polioles.—Como en 8.4.1.

9.4.2 Valoracioén del 2-3 butanodiol.—Esta operacion hay que realizarla antes de las 2 6 3
horas siguientes a la separacion de los polioles.

Llevar a un matraz de 60 ml con tapén esmerilado 5 ml del filtrado, 5 ml de solucién de
acetato de sodio al 27 por 100 y 10 ml de solucién 0,05 M de acido periédico.

Agitar y dejar 2 minutos en contacto. Afadir deslizando por las paredes del frasco: 5 ml
de solucién de nitroprusiato de sodio al 2 por 100 y 5 ml de la solucion de piperidina al 10
por 100 Agitar después de la adiciéon de cada una de las soluciones. Llevar inmediatamente
la solucion a la cubeta de 1 centimetro y hacer la lectura en el espectrofotometro a 570 nm.
La coloracion violeta que se obtiene con la reaccion alcanza el maximo de intensidad a
los 30-40 segundos y después disminuye rapidamente.

Ajustar el espectrofotometro de forma que la solucién obtenida al sustituir en las
operaciones anteriores los 5 ml de filtrado por 5 ml de agua destilada de una densidad
Optica 0.

9.4.3 Obtencion de la curva patron.—Diluir 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 ml de la solucién
inicial hasta 100 ml. Tomar 5 ml de cada una de estas diluciones y tratarlas como en 9.4.2
para los 5 ml del filtrado inicial. Determinar inmediatamente las densidades épticas maximas
correspondientes, ajustando el espectro-fotbmetro como en 8.4 2.

Esta curva proporciona valores de contenido en 2-3 butanodiol en 5 ml de vino que
varian de O a 0,7 mg.

9.5 Calculo.

9.5.1 Vinos con contenidos en azucar inferior a 5 g/l.—La cantidad de 2-3 butanodiol en
g/l de vino es igual a la cantidad de 2-3 butanodiol en mg contenido en 5 ml del filtrado.

9.5.2 Vinos cuyo contenido en azucar esta comprendido entre 5y 120 g/l.

La cantidad calculada segun 9.5.1 se corrige sumando o restando el factor encontrado
en la tabla 9.1.

9.5.3 Vinos con contenidos en azucar superiores a 120 g/1.—(La defecacion se realiza
sobre 5 ml de vino). La cantidad calculada segun 9.5.1 se corrige como en 9.5.2, utilizando
sé6lo la mitad del contenido en azucar. El resultado multiplicado por 2 es el contenido en 2-3
butanodiol en g/l de vino.

9.6 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A21, 1-9. 1969.

Butanodiol Contenido en azucar, g/l
g/l 10 [ 20 [ 30 | 40 | 50 [ 60 [ 70 | 80 [ 90 [ 100 | 110 [ 120 [ 130 | 140 | 150

0-0.2 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035
0,3 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 —0,03
0,4 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02
0,5 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,02 -0,01

0,6 -0,03 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
0,7 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 051

+ + + +

0,8 -0,03 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 001 001 0,02

09 002 -002 -001 0,01 000 000 (4 001 001 001 001 002 002 003 003
10 -002 -001 000 000 0. 001 001 002 002 003 003 003 003 004 005
11 001 -001 000 000 0. o0y 02 003 004 004 004 005 005 006 0,07
12 -001-001 000 (00 00> 003 003 004 005 005 005 006 007 007 008
13 |001/000| 00> | 002 | 0,03 | 0,04 | 0.05 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 0.07 | 0.8 | 0,00 | 0,09 | 0.10

+ + + + + + + + + + + + + +

14 000 001 002 003 004 005 006 007 008 009 009 010 011 011 0,12
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Butanodiol Contenido en azicar, g/l

g/l 10 \ 20 \ 30 \ 40 \ 50 \ 60 \ 70 \ 80 \ 90 \100\110\120\130\140\150
+ + + + + + + + + + + + + +

1.5 0,00 0,01 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,41 0,12 0,13 0,43 0,14
16 + + + + + + + + + + + + + + +
’ 0,01 0,02 0,03 0,05 0,06 0,07 0,09 0,0 0,11 0,2 0,13 0,14 0,45 0,16 0,17
17 + + + + + + + + + + + + + + +
’ 0,01 0,03 0,04 0,06 0,07 0,09 0,90 0,12 0,13 0,94 0,15 0,16 0,47 0,18 0,19
18 + + + + + + + + + + + + + + +
’ 0,02 0,03 0,05 0,07 009 0,10 0,12 0,43 0,15 0,96 0,18 0,19 0,20 0,21 0,22
+ + + + + + + + + + + + + + +

1.9 0,02 0,04 0,06 0.08 0,10 0,12 0,14 0,15 0,17 0,48 0,20 0,21 0,23 0,24 0,25
2.0 + + + + + + + + + + + + + + +

0,02 0,05 0,07 0,10 0,212 0,14 0,45 0,27 0,19 0,20 0,22 024 0,26 0,27 0,28

10(a). SACAROSA

(Método cualitativo colorimétrico)
10(a).1 Principio.

El vino se defeca por acetato de plomo, magnesio y permanganato de potasio a pH =
8-9. Se ftrata el defecado a 100 °C con difenilamina en medio clorhidrico y acético. El
producto de condensacion obtenido en presencia de sacarosa se extrae por cloroformo que
se colorea de azul.

10(a).2 Material y aparatos.
10
10

10
10

a).2.1 Bafio de agua con temperatura controlada.
a).3 Reactivos.

a).3.1 Acetato neutro de plomo cristalizado.
a).3.2 Oxido de magnesio, pesado en polvo.

10(a).3.3 Solucién de permanganato potasico al 2 por 100.

10(a).3.4 Cloroformo.

10(a).3.5 Reactivo de difenilamina. A 10 ml de solucién de difenilamina al 10 pm 100 en
alcohol etilico absoluto, afadir 20 ml de acido acético glacial y 70 ml de CIH puro (d =
1,18-1,19).

Para comprobar la pureza de este reactivo aiadir 2 ml de reactivo de difenilamina y 2 ml
de agua destilada, calentar en bafio de agua hirviendo durante 5 minutos. Enfriar la solucion
bruscamente por inmersién en agua fria y extraer con 1 ml de cloroformo, no debiendo
presentar el liquido extraido coloracion azul.

—_——A= =< <

10(a).4 Procedimiento.

Disolver en 10 ml de agua 100 a 200 mg de 6xido de magnesio y unos 200 mg de
acetato neutro de plomo. Llevar al bafo de agua que se mantiene a 90-95 °C durante 3 a 5
minutos. Adadir 2 ml del vino que debe estar limpio y con una riqueza en azucar inferior al 1
por 100.

Diluir la muestra si la riqueza en azucar es superior a la indicada como limite.

Comprobar si la dosis de acetato de plomo es suficiente y no excesiva, lo que disminuiria
la sensibilidad de la reaccion. Para ello afadir gota a gota, al liquido que sobrenada, una
solucién concentrada de acetato neutro de plomo, hasta que no se acuse enturbiamiento al
caer la gota sobre el liquido. Anadir entonces solucién saturada de sulfato de sodio para
eliminar el exceso de plomo.

Anadir 0,5 ml de la solucién de permanganato potasico y mantener la mezcla en el bano
de agua a 90-95° durante 10 minutos.

Enfriar bruscamente por inmersién en agua fria, y filtrar. Puede aparecer una débil
coloracion amarilla, pero no influye en la reaccion.

Poner en un tubo de ensayo 2 ml del liquido filtrado, afadir 2 ml del reactivo de
difenilamina; mantener en bafio de agua hirviendo, durante 5 minutos exactamente. Enfriar
por inmersién en agua fria, anadir 1 ml de cloroformo y observar la coloraciéon que se forma.
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10(a).5 Expresién de los resultados.

Los vinos secos no adicionados con sacarosa pueden dar una coloracion gris-azulada
muy ligera, pero, en presencia de sacarosa, aparece una franca coloracion azul.

Los vinos ricos en azucar dan una coloracion amarillo oro en ausencia de sacarosa, pero
en presencia de ésta, la coloracién es verde franco,

Los resultados son sensibles para riquezas de sacarosa desde 0,2 mg.

10(a).6 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A-5, 1-2. 1969.

10(b). SACAROSA

(Método cuantitativo)
10(b).1 Principio.

La sacarosa se determina por la diferencia de los poderes reductores antes y después
de la hidrdlisis clorhidrica del liquido procedente de la defecacion del vino.

10(b).2 Reactivos.
10(b).2.1 CIH puro.
10(b).3 Procedimiento.

Poner en dos matraces erlenmeyer de 200 ml cada uno el mismo volumen del liquido de
defecacion, segun las normas indicadas para el analisis de azucares. La defecacion se
realiza como en 7(b) con eliminacién previa del alcohol.

Afadir a cada matraz un volumen de acido clorhidrico puro a razén de 0,3 ml por 10 ml
de liquido azucarado.

En uno de los matraces afadir inmediatamente 0,3 ml de Na (OH), 12 N, por cada 10 ml
de liquido azucarado procediendo a la valoracién de los azucares reductores.

Llevar el otro matraz con el contenido sin neutralizar a bafio de agua hirviendo durante 2
minutos. Anadir entonces el mismo volumen de Na (OH), 12 N que al otro matraz y valorar.

10(b).4 Célculo.

La diferencia entre las cantidades de azucares reductores encontrada en los resultados
de estas dos valoraciones, multiplicada por 0,95 da la riqueza en sacarosa de la muestra en
estudio.

Este resultado se expresa en g por | de vino, teniendo presentes las diluciones
efectuadas eventualmente en el curso de la defecacidon y del volumen de la muestra de vino
que se sometid a la defecacion.

10(b).5 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O.1.V. A5, 4, 1969.

11. CENIZAS
11.1 Principio.

Se denominan cenizas de un vino, al conjunto de los productos de incineracién del
residuo de evaporacion de un volumen conocido del vino, realizada de manera que se
puedan obtener todos los cationes (excepto amonio) en forma de carbonatos y otras sales
minerales anhidras.

11.2 Material y aparatos.

11.2.1 Horno eléctrico regulable.
11.2.2 Bano de agua y bafo de arena.
11.2.3 Lampara de infrarrojo.
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11.2.4 Céapsula de platino o de cuarzo de 70 mm de diametro y 25 mm de altura, fondo
plano.

11.3 Procedimiento.

Colocar 20 ml de vino en una capsula tarada en balanza que aprecie 1/10 de mg.
Evaporar con precaucion en bafio de agua, después de evaporar hasta consistencia
siruposa, continuar el calentamiento sobre bafio de arena con moderaciéon y durante una
media hora. Es conveniente ayudar a la evaporacién con la aplicacion de rayos infrarrojos
hasta carbonizacion. Cuando ya no se desprendan vapores, llevar la capsula al horno
eléctrico a 525 °C * 25° y con aireacion continua.

Después de 5 minutos de carbonizacién completa, sacar la capsula del horno, dejar
enfriar y afadir 5 ml de agua que se evaporan en bafio de agua, y llevar de nuevo al horno
a 525 °C.

Si la combustiéon de las partes carbonosas no se consigue en 15 minutos, volver a
comenzar la operacion de adicidon de agua, evaporacién y recalcinacion.

Cuando se trate de un vino rico en azucares, se recomienda adicionar unas gotas de
aceite puro vegetal al extracto, antes de comenzar la calcinacién para impedir el
desbordamiento de la masa del contenido. La duracién de la primera carbonizacién debera
ser en este caso 15 minutos.

Después de enfriar en el desecador capsula y cenizas, se pesan.

11.4 Calculo.

Calcular el contenido en cenizas expresado en g/l.

Cenizas =50 P g/l
P = peso en g de las cenizas contenidas en 20 ml de vino.
Dar los resultados con una aproximacion de 0,03 g/l.
11.5 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A6, 1. 1969.
2. «Métodos Oficiales de Analisis de Vinos», pag. 106. Ministerio de Agricultura, 1956.

12. ALCALINIDAD DE CENIZAS
12.1 Principio.

Se denomina alcalinidad total de cenizas la suma de los cationes, diferentes del amonio,
combinados con los acidos organicos del vino.

La valoracion se funda en la volumetria con acido sulfurico, valorando en retorno
después de disolver en el mismo y en caliente, las cenizas, y empleando el naranja de metilo
como indicador.

12.2 Material y aparatos.

12.2.1 Bano de agua.

12.2.2 Pipeta de 10 ml.

12.2.3 Varilla de vidrio.

12.2.4 Bureta de valoraciones.

12.3 Reactivos.

12.3.1 Acido sulfarico N/10.
12.3.2 Solucién acuosa de naranja de metilo al 1 por 1.000.
12.3.3 Hidréxido sédico N/10.

12.4 Procedimiento.

Anadir a las cenizas ya pesadas, 10 ml de acido sulfurico N/10 y llevar la capsula a un
bafio de agua hirviendo durante un cuarto de hora, frotando varias veces el fondo de la
capsula con una varilla de vidrio para activar la disolucién de las particulas dificiles de
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disolver. Ahadir en seguida dos gotas de una solucion de naranja de metilo al 1 por 1.000 y
valorar el exceso de SO4H, con Na(OH) N/10, hasta que el indicador vire a amarillo.

12.5 Calculo.

Calcular la alcalinidad de las cenizas expresadas en meg/l o en g/l de carbonato
potasico.

Alcalinidad de as cenizas =5 (10 — V) meq/I
Alcalinidad de las cenizas = 0,345 (10 — V g/l de carbonato potasico.
V = volumen en ml de NaOH N/10 utilizados.
Dar los resultados con una aproximacion de 0,5 g por | en carbonato potasico.
12.6 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A7, 1-2, 1969.

13. FOSFATOS
13.1 Principio.

Oxidacién del vino, evaporacion e incineracion. Precipitacion del acido fosférico en medio
nitrico al estado de fosfomolibdato de amonio. Esta sal se disuelve por accién de un exceso
de sosa N/2 en presencia de formol. Valoracion del exceso de sosa por acido clorhidrico N/2
en presencia de fenolftaleina.

13.2 Material y aparatos.

13.2.1 Capsula de silice de 70 mm de diametro.

13.2.2 Bafio de arena.

13.2.3 Horno de mufla.

13.2.4 Erlenmeyer de 500 ml.

13.2.5 Vasos de precipitado y elementos para volumetria.
13.2.6. Agitador mecanico.

13.3 Reactivos.

13.3.1 Solucion de acido nitrico al 25 por 100 (d = 1,153). Anadir a 440 ml de acido
nitrico comercial (d = 1,33) agua hasta 1.000 ml.

13.3.2 Solucion de nitrato aménico. Anadir, a 340 g de nitrato de amonio, agua
hasta 1.000 ml.

13.3.3 Soluciéon de molibdato de amonio. Aiadir, a 30 g de molibdato de amonio, agua
hasta 1.000 ml.

13.3.4 Solucién de lavado. 50 g de nitrato de amino, 40 ml de acido nitrico al 25 por 100
y agua destilada hasta 1 I.

13.4 Procedimiento.

Evaporar a sequedad 100 ml de vino en capsula de cuarzo en sucesivas adiciones.
Anadir después 4 ml de acido nitrico y calentar progresivamente en el bafo de arena y
después en el horno de mufla.

Afadir a las cenizas 2 ml de acido nitrico y evaporar a sequedad en el bano de agua
para insolubilizar la silice. Ahdadir 10 ml de acido nitrico al 25 por 100; remover y arrastrar las
cenizas a un filtro; lavar la capsula y filtro con 5 ml del mismo acido y después con 20-30 mi
de agua destilada. Recoger el filtrado en un erlenmeyer de unos 500 ml, adicionar 25 ml de
solucion de nitrato de amonio de 340 g por | y agitar.

Después afiadir de una vez 80 ml de solucién de molibdato amoénico del 3 por 100 y
agitar mecanicamente durante 12 minutos a razén de 200 sacudidas por minuto. Decantar y
filtrar por papel. Lavar luego el precipitado con 75 ml de liquido de lavado dos veces. Cada
lavado no debe durar mas de 10 minutos. Lavar 8 veces mas con agua destilada.
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Colocar el filtro y el precipitado en un vaso con 50 ml de Na(OH) N/2. Anadir 12,5 ml de
formol neutralizado en presencia de fenolftaleina, para disolver el precipitado de
fosfomolibdato. Escurrir el filtro y extender sobre la pared del vaso, por encima del liquido de
la solucién. Valorar el exceso de sosa con CIH N/2, hasta decoloracion de la fenolftaleina,
habiendo sumergido al final nuevamente el filtro.

13.5 Calculo.

Calcular el contenido en fosfatos expresado en meq de acido fosférico (considerado
como triacido), o en g de P,Os5 por | de vino.

Fosfatos = 0,577 (50 — V) meq de acido fosforico.
Fosfatos = 0,01365 (50 — V) g de P205 por 1 de vino.
V = volumen en ml de solucion N/2 de acido clorhidrico.

Dar los resultados con una aproximacion de 0,01 g/l.
13.6 Referencia.
1 Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. |. V. A16, 1-2 1969.

14. CALCIO

(Método complexométrico)
14.1 Principio.

Valoracion del calcio por complexometria sobre la solucion nitrica o clorhidrica de las
cenizas del vino.

14.2 Material y aparatos.

14.2(1,2,3y4)como 11.2 (1,2, 3y 4).
14.2.5 Matraces erlenmeyer de 1.000 ml.
14.2.6 Matraces erlenmeyer de 100 ml.

14.3 Reactivos.

14.3.1 Acido clorhidrico 0,2 N.

14.3.2 Solucién de complexona Ill 0,05 M. Anadir a 18,61 g de complexona Il (sal
disédica bihidratada del acido etilendiamino-tetracético) agua destilada hasta 1.000 ml y
disolver.

14.3.3 Lejia de sosa al 40 por 100. Anadir a 40 g de hidréxido de sodio puro agua
destilada hasta 100 ml.

14.3.4 Indicador de calcon. Mezclar 1 g de calcon (sal sadica del acido 1(2 hidroxil-
naltilazon2 nafto1-4 sulfénico) con 100 g de cloruro de sodio puro.

14.3.5 Solucién de cloruro de calcio 0,05 M. Disolver 5,05 g de carbonato de cal puro en
la cantidad necesaria de acido clorhidrico diluido y completar a 1 litro. Valorar esta solucién
por medio de solucion 0,05 M de complexona Il en presencia de calcon en la forma que
luego se describe.

14.4 Procedimiento.

Evaporar a sequedad en bario de agua hirviendo 50 ml de vino colocados en capsulas
preferentemente de platino. Incinerar el residuo como en 11. Disolver las cenizas en 10 ml
de CIH 0,2 N, llevar a un matraz aforado de 50 ml; lavar varias veces la capsula con agua
destilada vertiéndola en el matraz. Enrasar y agitar.

Tomar 20 ml de la solucién de cenizas y calentar hasta ebulliciéon, en un erlenmeyer de
unos 100 ml. Dejar enfriar y después anadir 0,5 mi de solucion de Na(OH) al 40 por 100, 10
ml de solucion de complexona 11l 0,05 M y 100 mg aproximadamente de indicador calcon.

Si el color de la mezcla es rojo-vinoso, afadir complexona en exceso hasta aparicion de
color azul-violeta.

Evitar una cantidad de complexona en exceso relativamente grande, que enmascara el
punto de viraje.
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Valorar el exceso de complexona Il anadiendo solucién 0,05 M de cloruro de calcio. El
indicador calcon virara de azul violeta a rojo vinoso al final de la reaccién.

14.5 Célculo.

Calcular el contenido en calcio como iones Ca en meq/l, o como iones Ca expresados en
gll.

Calcio = (10 — V) 5 meq/l de ion Ca.
Calcio = (10-V) 0,1 g/1 de ion Ca.
V = volumen en ml de la solucién 0,05 M de cloruro de cal.

14.6 Referencias.

1. Castino, M. «Determinazione complessometrica del Calcio o del Magnesio nei vini».
Rivista de Viticoltura e di Enologia di Conegliano, 9, 1960.
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A26, 2-3, 1969.

15. MAGNESIO
15.1 Principio.

Valoracion del magnesio por complexometria sobre la solucion nitrica o clorhidrica de las
cenizas del vino.

15.2 Material y aparatos.
15.2(1,2,3y4),como11.2(1,2,3y4). 152 (5y 6),comoen 14.2 (5y 6).
15.3 Reactivos.

15.3.1 Solucién de complexona 11l 0,05 M. Como en 14.3.2.

15.3.2 Soluciéon tampén de pH 10. Disolver 50 g de cloruro de amonio en 350 g de
solucién de amoniaco al 25 por 100 y afadir agua destilada hasta 1.000 ml.

15.3.3 Indicador negro de eriocromo T. Mezclar 1 g de negro de eriocromo T, con 100 g
de cloruro de sodio puro.

15.3.4 Solucion 0,05 M de cloruro de magnesio. Disolver 2,25 g de 6xido de magnesio
puro (*) en la cantidad necesaria de acido clorhidrico diluido y llevar después el volumen a 1
litro. Valorar esta soluciéon con complexona IlIl 0,05 M (15.3.1) en presencia de negro de
eriocromo T (15.3.3) como se indica a continuacion.

(*) El 6xido de magnesio del comercio esta generalmente carbonatado, aun puro, por lo que debe calcinarse.
Tomar 5 g en capsulas de platino; llevar al rojo durante mas de 30 minutos. Dejar enfriar y pesar los 2,25 g.

15.4 Procedimiento.

Tomar 20 ml de la solucidbn de cenizas antes preparada, llevar a ebullicion en un
erlenmeyer de unos 100 ml, dejar enfriar y afadir 10 ml de solucién de complexona IIl 0,05
M,5 ml de solucion tampon pH 10,50 mg aproximadamente de indicador negro de eriocromo
T.

Valorar después el exceso de complexona Il con la solucion de cloruro de
magnesio 0,05 M. El indicador vira del azul al rojo vinoso.

15.5 Célculo.
Calcular el contenido en magnesio expresado en meg/l o en g/l de iones Mg.

Magnesio = (V — V') x 5 meq/I.

Magnesio = (V — V') X 0,06075 g/l de iones Mg.

V = volumen en ml de solucién 0,05 M de cloruro de calcio utilizado para valorar el
exceso de complexona lll en la determinacion del calcio (14.4).

V' = volumen en ml de solucion de cloruro de magnesio 0,05 M.

15.6 Referencias.

1. Castino, M. «Determinazione complessometrica del Calcio o del Magnesio nei vini».
Rivista di Viticoltura e di Enologia di Conegtiano, 9, 1960.
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V., A26, 2-3, 1969.
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16. HIERRO

(Método colorimétrico del tiocianato)
16.1 Principio.

El hierro oxidado por el agua oxigenada se combina con el ion tiocianico en medio
clorhidrico. El color rojo se compara con escala patron o se mide por espectrofotometria.
Para los vinos tintos, el tiocianato férrico se extrae con éter. Para valorar solamente el hierro
trivalente, se suprime la adicién del agua oxigenada.

16.2 Material y aparatos.

16.2.1 Espectrofotobmetro o colorimetro para lectura a 508 nm de longitud de onda.
16.2.2 Tubos de 200 X 20 mm.
16.2.3 Bola de decantacion de 50 ml.

16.3 Reactivos.

16.3.1 Acido clorhidrico puro. Densidad: 1,18-1,19.

16.3.2 Agua oxigenada de 10 volumenes.

16.3.3 Eter exento de peroxido. Destilar el éter (sulfirico) antes de su empleo o bien
mantener el éter en presencia de sodio o de carbon activado o con biéxido de manganeso.

16.3.4 Solucion de tiocianato de potasio. Ahadir a 200 g de tiocianato de potasio agua
destilada hasta 1 litro, y disolver.

16.3.5 Solucion de cloruro férrico de 0,1 g de hierro por litro. Disolver 0,1 g de hierro puro
en 10 ml de CIH y 30 ml de agua. Anadir 1 ml de NOsH y hervir. Enfriar y afadir agua
destilada hasta 1 litro.

También puede prepararse la siguiente solucidon de hierro. Disolver 0,863 g de alumbre
de hierro, 0,863 g de amonio puro y 10 ml de acido clorhidrico en 100 ml de agua y diluir
hasta 1.000 ml.

16.3.6 Alcohol de 20°.

16.4 Procedimiento.
16.4.1 Determinacion del hierro total.—(Férrico-ferroso).

16.4.1.1 Vinos blancos o poco coloreados.—Colocar 10 ml de vino en un tubo de 200 x 20
mm, afadir 1 ml de CIH, 5 gotas de agua oxigenada y 1 ml de solucién de tiocianato.

A la aparicion del color afiadir 20 ml de éter, agitar para mezclar las dos fases sin
emulsionar y dejar decantar 5 minutos. Determinar la absorbancia del liquido decantado en
espectrofotdmetro o colorimetro a 508 nm.

Ajustar el espectrofotometro a cero, utilizando como prueba en blanco 10 ml de vino
acidulados con 1 ml de acido clorhidrico y diluidos con 1 ml de agua destilada. De esta forma
se compensa la influencia del color del vino y de la posible aparicion de color o del reavivado
del vino, ambas coloraciones debidas a la acidez afiadida al vino.

Obtener una curva, procediendo en la forma anteriormente descrita y utilizando en vez
de 10 ml de vino mezclas de 5 ml de alcohol de 20° y porciones de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ml,
completadas hasta 5 ml con agua destilada. Estas mezclas contendran, respectivamente, 5,
10, 15, 20 y 25 mg/I de hierro.

16.4.1.2 Vinos tintos.—Como en 16.4.1.1, pero utilizando solo 0,2 ml de CIH. El exceso de
acidez dificulta la extraccion del tiocianato férrico por el éter.

16.4.2 Determinacion del hierro trivalente.—Como en 16.4.1, pero sin adicionar agua
oxigenada.

18.5 Calculo.

Calcular el contenido en hierro expresado en mg/l por comparacion de la absorbancia
con la curva patron.

16.6 Observaciones.
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En lugar del éter algunos autores (2) recomiendan el empleo del acetato de etilo, que no
tiene el inconveniente de la posible presencia de perdxidos; sin embargo, en algunos vinos
de intenso color de nuestro pais se ha observado extraccion de parte de la materia colorante
con el acetato de etilo, lo que no sucede con el éter.

16.7 Referencias.

1. Ribereau-Gayon, J., y Peynaud, E. «Analyse et Controle dens Vins», pag. 194, 1958.
2. Jaulmes, P.; Brun, S.; Tour, C.; Cabanis, J. C. «Dosage direct du fer dans le vino».
Société Pharmacie Montpellier, 24: 2, 1964.

17. COBRE
17.1 Principio.

El ditiocarbamato de sodio reacciona con el cobre (reaccién de Delepine), dando la sal
correspondiente a este metal y coloracién amarilla oro, cuya intensidad se mide por
colorimetria o espectrofotometria.

Para evitar interferencias debidas a la presencia de hierro y otros cationes polivalentes
presentes en el vino se emplea la sal disédica del acido etilendiaminotetraacético, que forma
complejos solubles y muy estables a pH = 8. También puede utilizarse el citrato de amonio
para evitar la interferencia del hierro.

17.2 Material y aparatos.

17.2.1 Espectrofotometro o colorimetro con filtro para longitud de onda de 420 nm.
17.2.2 Bola de decantacion de unos 100 ml.

17.3 Reactivos.

17.3.1 Solucién acuosa al 0,1 por 100 de dietilditiocarbamato de sodio.

17.3.2 Suspension de sal bisédica del acido etilendiaminotetraacético al 20 por 100, o
bien solucién acuosa del citrato de amonio al 20 por 100.

17.3.3 Solucién amoniacal al 15 por 100.

17.3.4 Alcohol metilico.

17.3.5 Tetracloruro de carbono.

17.3.6 Agua bidestilada en vidrio. Utilizarla también para la preparacion de reactivos.

17.4 Procedimiento.

Poner en una bola de decantacién 10 ml del vino, anadir 5 ml de una suspension de la
sal bisédica del acido etilendiaminotetraacético (6 5 ml de solucién de citrato amédnico) y
llevar a pH 8 con la solucién amoniacal. Ahadir 1 ml de reactivo de dietilditiocarbamato de
sodio y 5 ml de alcohol metilico (para evitar emulsién), y agitar durante 1 minuto.

Extraer varias veces con tetracloruro de carbono (agitando cada vez durante 1 minuto)
hasta recoger 20 ml, cuidando que no pasen restos de agua, pues éstos dan enturbiamiento
con el tetracloruro de carbono. Si pasa alguna gota, filtrar por papel de filtro puro, quedando
las trazas de agua en el papel.

Determinar la absorbancia en el espectrofotémetro a 420 nm de longitud de onda.

Para la prueba en blanco utilizar los mismos reactivos en las mismas proporciones,
sustituyendo el volumen de vino por otro igual de agua bidestilada en aparato de vidrio.

La curva que previamente sera construida a partir de lecturas correspondientes a escala
de diferentes riquezas de cobre es una linea recta, por obedecer a la ley de Lamber-Beer.
En el intervalo en que se opera con 1 ml de reactivo pueden valorarse 10 p. p. m. de cobre;
para valores superiores, se afadiran 2 ml o se toma menor volumen de muestra.

17.5 Calculo.

El valor obtenido para la absorbancia a 420 nm se lleva a la curva-patron y se expresa el
correspondiente contenido en cobre en p. p. m.

17.6 Referencia.
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1. Garoglio, P. G., y Stella, C..Methodi ufficiali di analiis per i mosti, i vini e gli aceti», pag.
75, 1958.

18. POTASIO

(Fotometria de llama)
18.1 Principio.

Se utiliza una solucién de referencia con 100 mg de potasio por litro y con diversos
aniones, cationes y materia organica en proporciones tales que den un compuesto similar a
un vino diluido a 1/10 con agua.

18.2 Material y aparatos.

18.2.1 Fotémetro de llama y accesorios.
18.2.2 Pipetas de 10 ml.
18.2.3 Matraces aforados de 1.000 ml.

18.3 Reactivos.

18.3.1 Solucién de referencia.—Disolver 481,3 mg de tarirato acido de potasio en 500 mi
de agua muy caliente y mezclar con una solucion de 10 ml de alcohol, 700 mg de acido
citrico, 300 mg de azucar, 1.000 mg de glicerol, 20 mg de fosfato monosédico, 10 mg de
cloruro de calcio seco y 10 mg de cloruro de magnesio seco en 400 ml de agua. Completar
con agua hasta 1.000 ml.

Afadir dos gotas de siotiocianato de alilo para conservacion mas segura de la solucion.

18.3.2 Solucion de dilucion.—Igual que la anterior, cambiando el tartrato acido de potasio
por 383 mg de acido tartrico.

Para preparar la solucion de referencia, comenzar por disolver 481,3 mg de tartrato acido
de potasio en medio litro de agua muy caliente y mezclar esta solucién con los otros
componentes, previamente disueltos en 400 ml de agua; enrasar después a 1 litro
exactamente.

Para la conservacion mas segura de esta solucion se afladen 2 gotas de sotiocianato de
alilo.

Con vinos dulces, afadir una cantidad de azucar igual a la décima parte de la que
contenga el vino.

Afadir a la solucion de referencia una cantidad de fosfato monosdédico equivalente al
contenido en sodio del vino cuando este contenido sea superior al equivalente a 20 mg de
fosfato monosadico.

En el caso del fraude por adicion de 1 g/l de salicilato de sodio, afiadir 100 mg de
salicilato de sodio por litro de la solucion de referencia y de dilucion. El salicilato de sodio
tiene una influencia muy marcada en el resultado del andlisis.

18.4 Procedimiento.

Regular el aparato y establecer una curva de calibracion con la soluciéon de referencia
pura y con diversas diluciones de la solucién de referencia diluida a 1/20, 1/10, 1/5, 1/2, con
la solucién de dilucion.

Diluir el vino a 1/10 con agua y hacer la determinacion en el fotometro.

Si la lectura no queda comprendida entre los valores 40 y 100 de la escala del
galvanémetro, diluir convenientemente el vino con solucién de dilucion.

18.5 Calculo.

Calcular el contenido en potasio expresado en g/l con una aproximacion de * 0,02 g/l.

Potasio =10 L g/l

L = valor correspondiente a la lectura de la escala del galvandmetro en la curva de
calibracion.

18.6 Referencia.
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1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. AS, 1-6, 1969.
19. SODIO

(Método del fotdbmetro de llama)
19.1 Principio.
Como 18.1, referido a sodio.
19.2 Material y aparatos.
Como en 18.2.
19.3 Reactivos.

19.3.1 Solucién de referencia.—Como en 18.3.1, sustituyendo los 20 mg de fosfato
monosaddico por 50,84 mg de cloruro de sodio.

19.3.2 Solucién de dilucién.—Como en 18.3.2, suprimiendo los 50,84 mg de cloruro de
sodio.

19.4 Procedimiento.

Como en 18.4. Para la curva de calibracion, utilizar la soluciéon de referencia diluida
a 1/20, 1/10, 1/2, 3/4.

19.5 Célculo.

Calcular el contenido en sodio expresado en g/l con una aproximacion de + 0,05 g/l.
19.6 Referencia.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A25, 1-2, 1969.

20. ACIDEZ TOTAL
20.1 Principio.

La acidez total de un vino se considera como la suma de los acidos titulables cuando se
lleva el vino a pH = 7 por adicion de un licor alcalino valorado. El acido carbénico y el
anhidrido sulfuroso libre y combinado no se consideran comprendidos en la acidez total.

El gas carbonico se elimina previamente del vino por agitacion en frio y con vacio parcial.

20.2 Material y aparatos.

20.2.1 Potenciémetro con electrodo de vidrio.

20.2.2 Agitador magnético.

20.2.3 Puente con solucién saturada de CIK para evitar la introduccién del electrodo de
calomelanos en el vino.

20.2.4 Kitasato de un litro.

20.2.5 Pipeta de 20 ml

20.2.6 Vaso de 100 ml de capacidad.

20.2.7 Bureta de 50 ml.

20.3 Reactivos.
20.3.1 Solucion de Na(OH) N/10.
20.4 Procedimiento.

Poner 50 ml de vino en un Kitasato de 1 | de capacidad, conectar al vacio agitando al
mismo tiempo el matraz. El desprendimiento de CO, se aprecia a los pocos momentos.
Observar atentamente el momento en que dejan de desprenderse las burbujas, desconectar
del vacio.

Tomar 20 ml del vino sin CO, y llevar a un vaso de unos 100 ml de capacidad, introducir
el electrodo de vidrio en el vino y el de calomelanos en vaso lateral con solucion saturada de
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CIK. Disponer un puente de la misma solucion en tubo de vidrio con los extremos uno en
cada vaso estableciendo contacto.

Poner en marcha el agitador y anadir desde bureta solucion N/10 de sosa al vino hasta
que la aguja del potenciometro marque pH = 7, manteniendo el agitador en marcha durante
la operacion, que no debe durar mas de cinco minutos.

20.5 Célculo.

Calcular la acidez total expresada en meg/l con una aproximacién de 0,1 meqg/l o en g de
acido tartrico.

Acidez total = 103 0,35 V - 0,25V 'meg/l

Acidez total = 0.75 (%— 0,35 V' — 0,025V") g/l 4cido tartrico

V = volumen en ml de Na (OH) N/10.

V' = volumen en ml de iodo N/100 utilizado para la oxidacion de anhidrido sulfuroso libre
(21.-).

V" = volumen en ml de iodo N/100 utilizado para la oxidacion del anhidrido sulfuroso
combinado (21.-).

20.6 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internacionales d'Analyse des Vins. O. |, V. A10, 1-3, 1969.
2. Jaulmes, P. «La mesure de l'acidite total des vins». Annal des Falsifications et des
Fraudes, 556, 1955.

21. ACIDEZ VOLATIL
21.1 Principio.

La acidez volatil esta constituida por la parte de acidos grasos pertenecientes a la serie
acética que se encuentra en los vinos, ya sea en estado libre o de sal. Se determina
mediante la separacion de los acidos volatiles por arrastre con vapor de agua vy rectificacion
de los vapores. Se debe evitar con precaucion la presencia de gas carboénico en el destilado.
La acidez del anhidrido sulfuroso libre y combinado arrastrados con el destilado no deben
comprenderse en la acidez volatil, por lo que hay que restar la equivalencia de su acidez de
la del destilado, asi como la del acido sorbico eventualmente presente. Para estas
correcciones se sigue la norma Jaulmes (1), en la que se considera como completa la
influencia de SO, libre y solo la mitad de la del combinado.

21.2 Material y aparatos.
21.2.1 Aparato para destilacion aislada (fig. 21.1).

21.2.1.1 Matraz generador de vapor de 3.500 ml.

El agua condensada en el tubo de union del matraz con el barbotador se purga por el
purgador (c).

21.2.1.2 Barbotador (b).—Tubo cilindrico de 3 cm de diametro y 27 cm de altura. Este
tubo reposa sobre un disco de amianto de 15 cm de diametro, con un orificio central de 29
mm. El tubo (d) por el que entra el vapor en el barbotador debe llegar a 1 cm del fondo.

21.2.1.3 Columna rectificadora (e).—Constituida por un tubo cilindrico de 20 mm de
diametro y 50 cm de altura, conteniendo una hélice de tela de acero inoxidable nimero 100
plegada, con 15 mm de paso.

21.2.1.4 Refrigerante de West (f).—De 40 cm de longitud activa, colocado verticalmente.

21.3 Reactivos.

21.3.1 Solucién de Na (OH) N/10.
21.3.2 Solucion de fenolftaleina al 1 por 100 en alcohol neutro.
21.3.3 Solucién de yodo N/100.
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21.3.4 Solucion de engrudo de almidén.
21.4 Procedimiento.

Alimentar el generador de vapor con agua de cal o de barita limpia, manteniéndolo lleno
hasta unos 2/3 de su volumen. Poner en el barbotador 20 ml del vino exento de gas
carbénico como en 20.4. Afadir al vino unos 0,5 g de &cido tartrico, poner en marcha el
generador de vapor, manteniendo abierta la salida del tubo purgador del vapor; después de
cerrar ésta, calentar el barbotador. Durante la operacion se regula el calentamiento de forma
que el volumen de liquido en el barbotador no pase sensiblemente de los 20 ml iniciales.

Destilar en unos 12-5 minutos 250 ml.

Valorar con solucién de sosa N/10 en presencia de dos gotas de fenolftaleina como
indicador.

Valorar el sulfuroso libre en este destilado, afadiendo al terminar la anterior valoracion
una gota de acido clorhidrico puro, para acidular nuevamente y valorar el SO, libre con
solucion de iodo N/100, afiadiendo también 2 ml de solucion de almidéon como indicador y un
cristal de ioduro de potasio.

Para determinar el acido sulfuroso combinado con el acetaldehido, afadir 20 ml de
solucién saturada de borax (el liquido toma un color rosa palido) y valorar nuevamente con
solucién de iodo N/100.

21.5 Célculo.

Calcular la acidez volatil expresada en meg/l, con una aproximacién de 0,2 ml, o en g/l
de acido sulfurico o de acido acético, con una aproximacion de 0,1 g/l.

Acidez volatil = 5 (V — /10 — \/"/20) meg/l
_ ... 049 .. .-
Acidez volatil =5 (V- VN0 — V'/20) g/1 de acido sulfarico

: . 06 i :
Acidez volatil :2;(\’ — V10 — V'/20) /1 de 4cido acético

'V = volumen en ml de Na (OH) N/10.

V' = volumen en ml de iodo N/100 utilizado en la oxidacion del anhidrido sulfuroso libre.

V" = volumen en ml de iodo N/100 utilizado en la oxidacion del anhidrido sulfuroso
combinado con el acetaldehido.
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Figura 21.1.—Aparato para destilaciéon aislada

21.6 Observaciones.

En la destilacion del vino para la determinacion de la acidez volatil el acido sorbico pasa
casi en su totalidad al destilado, junto con el acido acético, falseando el resultado del
anadlisis. Para corregir el resultado, determinar el acido soérbico en el destilado como en 29,
procediendo en la siguiente forma simplificada: tomar 0,5 ml del destilado de la acidez volatil,
llevar a la cubeta de 1 cm de espesor interno, afadir 1,5 ml de la solucién (a), dejar la cubeta
al aire durante unos minutos y medir después la absorbancia en el espectrofotémetro a 256
mu. Graduar el espectrofotémetro con 0,5 ml de la solucién (b) y 1,5 ml de la solucién (a).

21.7 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. |. V. All, 1-4, 1969.
2. Jaulmes, P. Analyse des Vins, 2.° ed., 1951.

22. ACIDO SORBICO EN EL DESTILADO PARA ACIDEZ VOLATIL
22.1 Principio.

En la destilacién del vino para la determinacién de la acidez volatil el acido sérbico pasa
casi en su totalidad al destilado junto con el acido acético, falseando el resultado del analisis.
Para valorar este acido sorbico se parte de una muestra de 0,5 ml de destilado (lo que no
supone un error sensible) y se valora por espectrofotometria en el ultravioleta.

22.2 Material y aparatos.

22.2.1 Espectrofotdmetro ultravioleta.
22.2.2 Cubetas de cuarzo de 1 cm.
22.2.3 Pipetas de 0,5 mly 1,5 ml.

22.3 Reactivos.

22.3.1 Solucion a): Mezclar 0,5 g de NaHCO3 con 0,001 g de CuSQO4 - 5H,0 y anadir
agua hasta un litro.

22.3.2 Solucion b): Llevar 20 mg de acido sérbico a matraz de un litro que contenga 900
ml de agua caliente, agitar, dejar enfriar y enrasar a un litro. En vez de acido sorbico puede
emplearse 26,8 g de sorbato potasico.
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22.4 Procedimiento.

Tomar 0,5 ml del destilado de la acidez volatil, llevar a la cubeta de 1 cm de espesor
interno, anadir 1,5 ml de la solucién a), dejar la cubeta al aire durante unos minutos y medir
después la absorbancia en el espectrofotometro a 256 nm. Graduar el espectrofotémetro
con 0,5 ml de la solucién b) y 1.5 ml de la solucion a).

22.5 Calculo.

Un gramo de acido sorbico corresponde a 8,92 ml de solucién normal y a 0,438 g de
acido sulfurico. Para todo vino adicionado con 200 mg de acido sorbico por litro la correccion
sustractiva que corresponde hacer a la acidez volatil es de 1,7 meq o 0,088 g del acido
sulfurico 0 0,107 g de acido acético por litro de vino.

22.6 Referencia.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. All, 3.

23. ACIDEZ FIJA
23.1 Principio.

Se considera convencionalmente como acidez fija la diferencia entre acidez total y
acidez volatil, ambas expresadas en acido tartrico.

No es necesario hacer las correcciones por eventual presencia de anhidrido sulfuroso
combinado vy libre.

24(a) ACIDO TARTRICO TOTAL

(Método del racemato de calcio)
24(a).1 Principio.

Adicién al vino de acido tartrico levégiro que en unién con el acido tartrico dextrégiro del
vino y en presencia de solucion de calcio, forman en condiciones determinadas racemato de
cal insoluble.

En el método adoptado se determinan las condiciones de precipitacién del racemato de
calcio, fijando la solubilidad del tartrato levégiro de calcio (que también se forma) y las del
racemato de calcio en funcién del pH y de la riqueza en iones de calcio. Con estos datos se
ha fijado un pH conveniente para que precipite el racemato de calcio y se solubilice el
tartrato levégiro.

24(a).2 Material y aparatos.

24(a).2.1 Vaso cilindrico de 600 ml.

24(a).2.2 Filtros de porosidades numeros 4 y 2.
24(a).2.3 Kitasato y trompa de agua para vacio.
24(a).2.4 Material accesorio para una volumetria.
24(

a).3 Reactivos.

24(a).3.1 Solucién de acetato de cal de 10 g de calcio por litro. Mezclar en matraz
aforado de 1.000 ml 25 g de carbonato calcico con 40 ml de acido acético cristalizable y
enrasar con agua destilada hasta 1.000 ml.

24(a).3.2 Racemato de calcio cristalizado. En un vaso, introducir 20 ml de una solucion
de acido tartrico de 5 g por litro, 100 ml de agua destilada, 20 ml de una solucién de tartrato
levogiro de amonio de 6,126 g por litro y 6 ml de la solucion de acetato de calcio.

Dejar precipitar durante dos horas. Recoger el precipitado sobre un filtro de porosidad
nuamero 4, lavando y arrastrando cuatro veces. Secar en estufa a 70° hasta peso constante.
Se obtienen unos 340 mg de racemato de calcio cristalizado.

Conservar en frasco tapado.
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24(a).3.3 Licor de precipitacion. Introducir en matraz aforado de 1.000 ml 150 g de
tartrato de amonio levégiro, 8,8 ml de solucion de calcio de 10 g/l y enrasar con agua
destilada.

Por ser el racemato de calcio ligeramente soluble en este licor, conviene saturarle antes
de su empleo, afadiendo 5 g de racemato de calcio a un litro de este licor. Agitar durante 12
horas Yy filtrar.

24(a).4 Procedimiento.

24(a).4.1 Precipitacion del racemato.—En un vaso cilindrico de 600 ml introducir 500 ml
de licor de precipitaciéon y 10 ml de vino. Mezclar y dejar precipitar durante 24 horas.

24(a).4.2 Valoracion gravimétrica.—Filtrar sobre filtro poroso nimero 2, tarado y puesto
sobre el Kitasato, recogiendo el precipitado. Lavar el vaso en el que se ha efectuado la
precipitacion y arrastrar las ultimas particulas del precipitado con el liquido ya filtrado.

Secar en estufa a 70° hasta peso constante.

24(a).5 Calculo.
Calcular el acido tartrico expresado en g/l de vino o en g de tartrato acido de potasio.

Acido tartrico = 28,84 X P g/l
Acido tartrico = 36,15 X P g de tartrato acido de potasio.
P = peso en g del racemato de calcio, cristalizado con cuatro moléculas de agua.

24(a).6 Referencia.

1. Jaulmes, P.; Brum, S.; Cabanis, J. «Comunicacién nimero 304 de Métodos de
Andlisis de Vinos». O. I. V., 1969.

24(b). ACIDO TARTRICO TOTAL

(Método complexométrico)
24 (b).1. Principio.
Como en 24 (a).1.
24(b).2 Material y aparatos.
24(b).2 (1, 2, 3, 4) como 24(a).2 (1, 2, 3, 4).
24(b).3 Reactivos.
(

24(b).3.1 Solucién tampoén pH = 9. Mezclar 54 g de cloruro de amonio, 350 ml de
NH4(OH) en solucién al 25 por 100 y completar con agua hasta un litro.

24(b).3.2 Indicador de negro eriocromo T. Mezclar 1 g de negro eriocromo T con 100 g
de cloruro de sodio puro.

24(b).3.3 Solucion de magnesio 0,05 M. Disolver 2,25 g de 6xido de magnesio puro (para
asegurar que no esté carbonatado se recomienda calcinar 5 g de 6xido de magnesio «puro»
al rojo en horno eléctrico durante 30 minutos, enfriar y pesar 2,25 g). Hacer la disoluciéon en
cantidad necesaria de acido clorhidrico diluido (10 por 100) y luego se enrasa a un litro.

Valorar esta soluciéon con otra 0,05 M de complexona Il en presencia de negro de
eriocromo.

24(b).3.4 Solucion de complexona Il 0,05 M. Disolver 18,61 g de complexona Il (sal
disodica bihidratada del acido diamino tetracético) en un litro de agua destilada.

24(b).3.5 Acido clorhidrico diluido a 1/5 (V/v).

24(b).3.6 Na(OH) en solucién N.

24(b).4 Procedimiento.

Disolver en 10 ml de acido clorhidrico diluido el precipitado de racemato recogido sobre
el crisol filtrante. Lavar el crisol filtrante con unos 50 ml de agua destilada. Afadir un volumen
de solucién Na(OH) N/l suficiente para neutralizar la solucién (unos 20-22 ml). Afadir
después 5 ml de solucién tampon pH = 9,5 ml de sal de magnesio 0,05 M y 50 mg de
indicador negro eriocromo T. Valorar con la complexona Il 0,05. Molar.
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24(b).5 Calculo.

Acido tartrico en g/l de vino = (V — 5) 3,75.

Acido tartrico expresado en g/l de tartrato acido de potasio = (V — 5) 4,70.

V = volumen en ml de complexona IIl 0,05 M.

La expresion de los resultados seran en tartrato acido de potasio y con una aproximacion
de 0,5 miliequivalentes por litro, o de 0,05 g/I.

25. ACIDO LACTICO
25.1 Principio.

Aislamiento del acido lactico mediante columna de resinas cambiadoras de aniones,
oxidacién a acetaldehido y valoracion colorimétrica por la reaccion coloreada del
acetaldehido con la piperidina.

25.2 Material y aparatos.

25.2.1 Espectrofotometro y accesorios.

25.2.2 Tubo de vidrio o bureta de 10-11 mm de diametro y 30 cm de longitud con llave en
la parte inferior.

25.2.3 Lana de vidrio.

25.2.4 Resina cambiadora de aniones.

25.3 Reactivos.

25.3.1 Solucién 0,1 M de sulfato cérico (cerio IV) en acido sulfurico 0,7 N. Disolver en
frio 40,431 g de sulfato cérico, Ce (SO4), 4H,O en 350 ml de &cido sulfurico 2 N
exactamente valorado. No calentar, pues se formaria un éxido cérico insoluble. Llevar la
solucion a 1.000 ml con agua destilada.

25.3.2 Solucién valorada de Na(OH) 2,5 N.

25.3.3 Solucién de acetato de sodio al 27 por 100. Disolver 270 g de acetato de sodio
desecado en agua y completar 1.000 ml.

25.3.4 Solucion valorada de SO4H5 2 N.

25.3.5 Solucion de nitroprusiato de sodio al 2 por 100. Disolver 2 g de nitroprusiato de
sodio pulverizado en agua, después completar a 100 ml. Conservar tapado en la oscuridad.
La solucion no debe tener mas de ocho dias.

25.3.6 Solucién de piperidina al 10 por 100. Llevar a un matraz de 100 ml, 10 ml de
piperidina y enrasar a 100 ml con agua destilada.

25.4 Procedimiento.

25.4.1 Preparacion de la columna de resinas anidnicas. Colocar lana de vidrio en el
fondo del tubo o bureta 25.2.2, formando tapén de 2-3 mm de altura aproximadamente,
anadir agua hasta una altura de unos 5 mm sobre el tapon de lana de vidrio. Afadir después
la resina cambiadora de aniones, que estara conservada en acido acético glacial al 30
por 100, agitar esta suspension y afiadir rapidamente un volumen de unos 10 mililitros. Dejar
sedimentar y después depositar en la superficie un tapon de lana de vidrio que se conduce a
través del liquido sin resinas con una varilla de vidrio.

La resina cambiadora de aniones no sirve mas que para una sola vez.

25.4.2 Aislamiento del acido lactico. Abrir la llave inferior de la columna y dar salida al
acido acético diluido hasta unos 2-3 ml por encima del tapén de lana superior. Afadir
unos 10 mililitros de acido acético al 0,5 por 100, vaciar hasta igual altura y repetir estos
lavados cuatro veces.

Después del Ultimo lavado, y con llave cerrada, adicionar 10 ml del vino y sefalar la
altura alcanzada, con lapiz graso. Dejar salir goteando el vino a razén de 1-1,5 gotas por
segundo (25-30 ml por minuto). Vaciar hasta el nivel del tapon de lana de vidrio superior.
Llenar de nuevo la columna con acido acético al 0,5 por 100 hasta la sefal de lapiz graso.
Dejar salir a la misma velocidad que la vez anterior y lavar después en la misma forma siete
veces, cada vez con 10 ml de agua destilada.
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Al terminar el ultimo lavado, cerrar la llave cuando el nivel del liquido se encuentre un
poco mas arriba del tapdén de lana de vidrio superior.

Colocar un matraz receptor aforado de 100 ml. Eluir los acidos fijados en el cambiador
de aniones mediante adiciones de solucion de sulfito de sodio 0,5 M, hasta la sefal trazada
en el tubo.

Resulta practico, para realizar esta operacién, colocar un frasco con la solucién de sulfito
unido por el cuello a la columna mediante un manguito de caucho y con unas pinzas para
regular la caida del liquido en la bureta o tubo. Puestos asi en comunicaciéon los dos
aparatos (frasco y bureta o tubo), abrir las pinzas del caucho de union y la llave inferior,
dejando caer el liquido a la bureta hasta unos 10 cm de altura, y sin que queden huecos
vacios. Se regula la salida del liquido a la proporcién de 2-3 gotas por segundo, para llenar
el matraz receptor hasta el enrase.

25.4.3 Valoracion del acido lactico. Introducir 10 ml del eluido en un tubo de ensayo de
paredes que no sean gruesas y de unos 50 ml de capacidad con tapén. Aiadir 10 ml del
reactivo de sulfato cérico. Agitar e introducir el tubo de ensayo en un termostato a 65 °C
durante 10 minutos exactamente. Inmediatamente después de la inmersién en el liquido,
destapar durante unos segundos, para dar salida al aire dilatado. Cerrar rapidamente con el
tapon para evitar pérdidas del acetaldehido formado. Después de 10 minutos, retirar y enfriar
el tubo con agua corriente hasta la temperatura de 20 °C.

Afadir 5 ml de la solucién de hidroxido de sodio 2,5 N, mezclar bien y filtrar.

Tomar 15 ml del filtrado y verterlos en probeta de tapén esmerilado de 50 ml de
capacidad, que contenga 5 ml de solucion de acetato de sodio al 27 por 100 y 2 ml de acido
sulfurico 2 N. Afadir ademas 5 ml de soluciéon de nitroprusiato de sodio y mezclar bien.
Afadir después 5 ml de solucion de piperidina, mezclar rapidamente, introducir en seguida
en la cubeta del espectrofotémetro de 10 mm de espesor. Medir la coloracién producida, que
varia, de verde a violeta, con relacion al aire a la longitud de onda de 570 nm. Esta
coloracion aumenta al principio, pero disminuye en seguida rapidamente. Tomar como valor
definitivo el valor maximo de la lectura de absorbancia.

Si el eluido es muy rico en acido lactico y la densidad o6ptica es muy elevada, diluir el
eluido con solucién de sulfato de sodio al 7,1 por 100.

25.4.4 Curva patréon. Tomar 10 ml de una solucién de acido lactico N exacta, y afadir 10
ml de solucién valorada de hidréxido de sodio N y completar a un litro con solucién de sulfato
de sodio al 7,1 por 100. Tomar 5, 10, 15, 20 y 25 ml, respectivamente, e introducir cada
alicuota en un matraz aforado de 100 mililitros. Enrasar con soluciéon de sulfato de sodio
al 7,1 por 100. Mezclar bien, tomar 10 ml de las soluciones asi obtenidas y determinar los
valores de las absorbancias respectivas.

Las diferentes soluciones corresponden a eluido del vino conteniendo 0,45, 0,90, 1,35,
1,80 y 2,25 g/1 de acido lactico.

La representacion grafica de las absorbancias de estas soluciones en funcion de la
riqueza en acido lactico, es una recta.

25.5 Célculo.

Llevar los valores de absorbancia obtenidos a la curva patron y deducir los
correspondientes contenidos en acido lactico expresados en g/l.

25.6 Observaciones.

Si el vino tiene mas de 250 mg por litro de sulfuroso total, el resultado puede ser erréneo,
por la presencia de acido aldehido sulfuroso. En determinaciones de precision, conviene
realizar una correccién en la forma siguiente:

Tomar 15 ml de eluido y llevar a probeta de tapén esmerilado, en la que se habra
anadido 5 ml de acetato de sodio al 27 por 100 y 2 ml de SO4H5 1,55 N (77,5 ml de SO4H, 2

N diluidos a 100 ml con agua). Ahadir 5 ml de nitroprusiato de sodio al 2 por 100 y 5 ml de
piperidina al 10 por 100. Mezclar y hacer la determinacién espectrofotométrica a 570 nm que
da el factor de correccion:

L=L"-Cx0,25

L = contenido real de acido lactico expresado en g/l.
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L' = contenido aparente de acido lactico expresado en g/l.
C = factor de correccion en g/l.

25.7 Referencia.
1. Rebelein, M. «Deutsche Lebens-mittel Rudshan», 2: 36-41, 1961, y 59: 131, 1963.

26. ACIDO CITRICO
26.1 Principio.

El acido citrico es fijado junto con los otros acidos del vino por una resina cambiadora de
aniones. Después se procede a la elucién, la que se realiza fraccionadamente y separando
el acido citromalico que es causa de error en la valoracion del acido citrico.

El acido citrico es transformado por oxidaciéon cuidadosa en acetona, la que se separa
por destilacion. El etanal arrastrado se oxida a acido acético y se valora sola la acetona por
iodometria.

26.2 Material y aparatos.

26.2.1 Columna cambiadora de aniones. En una bureta de llave de 25 ml de capacidad,
colocar un tapén de lana de vidrio en el fondo y verter 20 ml de resina Dowex 1 x 2.

Someter la resina a dos ciclos completos de regeneracién con pasos alternos de
solucion N de acido clorhidrico e hidréxido de sodio. Lavar después con 50 ml de agua
destilada, agitando la resina cuando los primeros ml de agua pasan por la columna para
despegarla del fondo de la bureta.

Saturar la resina de iones acetato, mediante el paso de 250 mililitros de una solucién 4 N
de acido acético. Lavar luego con 100 ml de agua destilada.

26.2.2 Aparato para la oxidacion. Aparato compuesto de matraz de cuello largo,
atravesado lateralmente por el tubo afilado de embudo con llave, y en comunicacion con
refrigerante, segun dimensiones y forma del disefio (fig. 26.1.).

26.3 Reactivos.

26.3.1 Resina Dowex 1 x 2 (50-100 mallas).

26.3.2 Solucion 4 N de acido acético.

26.3.3 Solucion 2,5 N de acido acético.

26.3.4 Solucion 2 N de hidréxido de sodio.

26.3.5 Acido sulfurico diluido al 1/5 (V/V).

26.3.6 Solucion tampdn pH = 3,2-3,4. En un matraz aforado de 1 | introducir 150 g de
fosfato monopotasico y 5 ml de acido fosférico puro (d = 1,689) y enrasar con agua destilada.

26.3.7 Solucion de sulfato de manganeso de 50 g/l.

26.3.8 Piedra pomez.

26.3.9 Solucion 0,05 N de permanganato potasico.

26.3.10 Acido sulfurico diluido a 1 (V/V).

26.3.11 Solucién 2 N de permanganato potasico.

26.3.12 Solucién de sulfato ferroso de 40 g por 100.

26.3.13 Solucion 5 N de hidréxido de sodio.

26.3.14 Solucion 0,02 N de iodo.

26.3.15 Solucion 0,02 N. de tiosulfato sédico.

26.3.16 Engrudo de almiddn.

26.4 Procedimiento.

26.4.1 Separacion de los acidos citrico y citromalico. Hacer pasar 25 ml del vino a través
de la columna cambiadora de aniones Dowex 1 x 2 en forma acética a razén de 3 ml cada
dos minutos. Lavar la columna con 20 ml de agua destilada en tres veces. Eluir los acidos
con 200 ml de solucién 2,5 N de acido acético que se hace pasar por la columna a la misma
velocidad. En esta fraccidon de eluido se encuentra, entre otros acidos, el acido citromalico
que interesa eliminar.

Eluir los acidos citricos y tartricos haciendo pasar a través de la columna 100 ml de una
solucién 2 N de hidroxido de sodio y recoger el eluido en el matraz del aparato de oxidacion
y destilacion descrito.
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26.4.2 Oxidacion. En el matraz que contiene ya el eluido anterior, afiadir acido sulfurico
diluido al 1/5 (unos 20 ml para llevar el pH a 3,2-3,8, 25 ml de solucion tampén pH = 3,2-3,4
1 ml de solucién de sulfato de manganeso y algunos gramos piedra pdmez. Tapar y conectar
el matraz con el refrigerante, calentando hasta ebullicion. Separar los primeros 50 ml
destilados.

Colocar solucién 0,05 N de permanganato de potasa en el embudo lateral de llave, y
verter en el matraz a razon de una gota por segundo, cayendo en el eluido en ebullicion. El
destilado se recoge en frasco de 500 ml de tapdn esmerilado que contiene unos ml de agua.
Continuar la oxidacién hasta que la coloracion parda del liquido acuse un exceso de
permanganato.

26.4.3 Separacion de la acetona. Si el volumen del destilado es inferior a 90 ml,
completar con agua hasta este volumen: afnadir después 4,5 ml de acido sulfarico al 1/3y 5
ml de una solucién 2 N de permanganato potasico.

Si el volumen del destilado excede de los 90 ml, completar a 180 ml con agua destilada y
utilizar la dosis doble de reactivos.

En estas condiciones (medio 0,5 N en acido sulfurico y 0,1 N en permanganato de
potasio), el etanol es oxidado a acido acético y la acetona permanece intacta.

Tapar el frasco, dejar en reposo durante 45 minutos a la temperatura ambiente. Al cabo
de este tiempo se destruye el exceso de permanganato adicionando soluciéon de sulfato
ferroso.

Destilar después y recoger 50 ml aproximadamente de destilado en un frasco de tapén
esmerilado que contenga 5 ml de solucién 5 N de hidréxido sédico.

26.4.4 Valoracion de la acetona. Afnadir al contenido del frasco 25 ml de solucion de
iodo 0,02 N, si la dosis de acido citrico es superior a 0,5-0,6 g/l sera necesario afiadir mas
solucién de iodo, hasta que quede color amarillento que indicara este exceso. Duplicar o
triplicar las dosis de iodo hasta llegar a este punto, pero si la riqueza en acido citrico es
mayor de 1,5 g, comenzar otra vez el analisis con sélo 10 ml de vino.

Dejar en contacto el iodo afiadido durante 20 minutos permaneciendo el frasco tapado.
Afadir 8 ml de acido sulfurico al 1/5 y valorar el exceso de iodo con tiosulfato 0,02 N en
presencia de almidon.

Hacer una valoracién en blanco en las mismas condiciones sustituyendo los 50 ml de
destilado por 50 ml de agua destilada.

26.5 Célculo.

Calcular el contenido en &cido citrico expresado en g/l.
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Acido citrico = 0:64V;wgﬂ

— Figura 26.1.

V = volumen en ml de la muestra de vino.

V' = volumen en ml de la soluciéon de tiosulfato 0,02 N utilizado en la valoracién en
blanco.

V" = volumen en ml de la solucion de tiosulfato 0,02 N utilizado en la valoracién del iodo
en exceso.

26.6 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V., A29, 1-3, 1969.

27. SULFATOS
27.1 Principio.
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Precipitacion del sulfato de bario en el vino, previamente desprovisto de anhidrido
sulfuroso por ebullicion al abrigo del aire.

27.2 Material y aparatos.

27.2.1 Matraz conico (erlenmeyer) de 500 ml, provisto de ampolla con llave de 100 ml y
de desprendimiento de vapor, atravesando ambos el tapdn. El matraz se coloca sobre disco
metalico de 15 cm de diametro con abertura circular de 8 cm de diametro.

27.2.2 Vaso cilindrico de 400 ml.

27.2.3 Bano de agua o plancha caliente a 60 °C.

27.3 Reactivos.

27.3.1 Acido clorhidrico 2 N.
27.3.2 Cloruro de bario, 100 g de BaCl, - 2H,0 en 1.000 ml de agua.
27.3.3 Acido clorhidrico puro.

27.4 Procedimiento.

27.4.1 Eliminacién del anhidrido sulfuroso del vino. Introducir en el erlenmeyer del
aparato descrito 50 ml de agua destilada y 1 ml de acido clorhidrido puro. Hervir esta
solucién para eliminar el aire del aparato. Introducir 100 ml del vino por la ampolla de llave
evitando que la ebullicién se pare durante esta adicion. Continuar la ebullicidon hasta reducir
el volumen del liquido a unos 100 ml, eliminando asi todo el SO,.

27.4.2 Precipitacion de sulfato de bario. Llevar el residuo de la evaporacion anterior a un
vaso de 400 ml, enjuagando el matraz con la cantidad de agua suficiente para llevar el
volumen total a 200 ml. Afadir 5 ml de acido clorhidrico 2 N y llevar a ebullicion. Adicionar
gota a gota 10 ml de solucion de cloruro de bario, con la precaucion de no parar la ebullicion
y dejar reposar en caliente, colocando el vaso sobre placa a 60° durante cuatro horas y en
bafio de agua hirviendo durante dos horas. En el caso de pequefas cantidades de
precipitado, se recomienda un segundo reposo en frio durante 12 horas. Filtrar por filtro sin
cenizas, lavar el vaso y precipitado con agua caliente hasta que no dé reaccion con NO3Ag,
llevar el filtro cuidadosamente plegado a crisol de porcelana tarado, desecar, calcinar v,
después de enfriar en un desecador, pesar.

27.5 Célculo.

Calcular el contenido de sulfatos expresado en meq/l o en g/l de sulfato potasico con una
aproximacion de = 0,05 g/l.

Sulfato = 85,68 P meq/I.
Sulfato = 7,465 P g/1 de sulfato potasico.
P = peso de las cenizas en g.

27.6 Referencias.

1. Deibner, P.; Bernard, P. «Industries Alimentaires et Agricoles., 71: 1, 23y 5, 427, 1954
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. 1. V., A14, 1-4.

28(a). ANHIDRIDO SULFUROSO

(Método Paul)
28(a).1 Principio.

Liberacion de sulfuroso «libre» por acidificacion del vino, arrastre por corriente de aire,
oxidacién por barboteo en agua oxigenada neutra y valoracién con sosa del acido sulfurico
formado. Liberacién por ebullicibon moderada del sulfuroso «combinado», que queda en el
vino después de la extraccion del sulfuroso «libre», y analogo tratamiento que en la
determinacion de sulfuroso «libre». El sulfuroso «total» es la suma del sulfuroso «libre» y el
sulfuroso «combinado». Puede determinarse acidificando el vino y calentando y procediendo
como en los dos casos anteriores.
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28(a).2 Material y aparatos.

Utilizar el aparato representado en la figura 28(a).l.

—————

¥50mL A
Y
N
[ A—
Figura 28(a).l. Las dimensiones estin indicadas en mm. Los

didmetros interiores de los cuatro tubos concéntricos que cons-
tituyen el refrigerante son 45, 34, 27 y 10 mm.

~—
)
150

100 mt

——

28(a).2.1 Matraz de 100 ml o de 250 ml.

28(a).2.2 Tubo barbotador provisto de bola hueca en un extremo con uno: 20 orificios
de 0,2 mm de didmetro alrededor del circule maxime horizontal.

28(a).2.3 Refrigerante que condense vapores y deje pasar el gas en recorrido seguro.

28(a).2.4 Frasco con agua y con tapon atravesado por el tubo que comunica con el
barbotador para hacer vacio, y otro tubo sumergido en el agua para acusar la intensidad del
vacio por la depresién de la columna de agua en el interior del tubo, depresién que debe
mantenerse entre 20-30 cm.

El gasto de vapor sera de 40 I/h.

28(a).2.5 Bano de agua regulable a 10 °C.

28
28

a).3 Reactivos.

a).3.1 Acido fosférico al 25 por 100 (P/V).

28(a).3.2 Agua oxigenada de 0,3 volumenes por 100.

28(a).3.3 Hidréxido sodico N/100.

28(a).3.4 Indicador. Mezclar 100 mg de rojo de metilo, 50 mg da azul de metileno y 100
ml de alcohol de 50°.

—~ e~~~

28(a).4 Procedimiento.

28(a).4.1 Analisis del anhidrido sulfuroso libre: En el matraz de 100 ml del aparato
poner 10 ml del vino y anadir 5 ml de acido fosférico al 25 por 100, colocando acto seguido el
matraz en su sitio. Si la riqueza en SO, del vino es pequena, se emplea el matraz de 250 mli
y se ponen 20-25 ml de vino.

Sumergir el matraz en un bafio de agua a 10 °C.
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Colocar 2-3 ml de agua oxigenada de 0,3 volumenes y dos gotas del reactivo indicador
en el barbotador y neutralizar el agua oxigenada con Na(OH) N/100.

Adaptar el barbotador al aparato y hacer barbotar el aire (o nitrégeno) durante 12-15
minutos. Arrastrar el anhidrido sulfuroso libre y después oxidar a SO4H,. Retirar el
barbotador y valorar el acido formado con solucion de Na(OH) N/100.

28(a).4.2 Analisis del anhidrido sulfuroso combinado. Después de terminar la valoracion
del anhidrido sulfuroso libre, colocar en el barbotador ya limpio, los 2-3 ml de agua
oxigenada neutralizada y con las dos gotas del indicador. Calentar con llama pequefia hasta
llevar a la ebullicién el vino que quedd en el matraz despojado del anhidrido sulfuroso libre
por la determinacion anterior. Aplicar el fuego directo sobre el fondo del matraz, que
descansara sobre chapa metalica perforada con orificio de 30 mm de didmetro, para evitar la
pirogenacion de las materias extractivas del vino sobre las paredes del matraz. Mantener el
paso del aire o nitrégeno durante la ebullicion, que durara 12-15 minutos, tiempo que se
considera suficiente para arrastrar todo el sulfuroso combinado, y después oxidarlo.

Continuar como en 28(a).4.1 a partir de «Colocar 2-3 ml de agua oxigenada...».

28(a).4.3 Anhidrido sulfuroso total. Puede determinarse por la suma anhidrido sulfuroso
libre mas anhidrido sulfuroso combinado, pero también puede determinarse directamente,
actuando desde un principio con corriente de aire y con calor.

28(a).5 Calculo.

Calcular el contenido en anhidrido sulfuroso expresado en mg/l con una aproximacion
de 10 mgl/l.

Anhidrido sulfuroso = 32 V mgl/l.
V = volumen en ml de NaOH N/100.

28(a).6 Observaciones.

Para vino sensiblemente picado (con mas de 2 g/l de acidez acética) puede arrastrarse
con el anhidrido sulfuroso, acidos volatiles, especialmente cuando la corriente del aire es
intensa.

Corregir determinando la acidez volatil presente en el liquido del barbotador, operando
de la siguiente forma:

Después de la neutralizacién con la sosa al valorar la acidez, afiadir un cristal de acido
tartrico y llevar el contenido del barbotador al aparato de determinacion de la acidez volatil
por destilacion en corriente de vapor. Restar después del resultado anterior la parte de
acidez correspondiente a los acidos volatiles.

28(a).7 Referencias.

1. Paul, F. «Mitteilungen Klosternenberg, A: 8, 21, 1958.
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V., A17, 1-8, 1969.

28(b). ANHIDRIDO SULFUROSO

(Método Ripper doble)
28(b).1 Principio.

Valoracion iodométrica del SO,, operando directamente con el vino.

Para evitar el error introducido por la recombinacién del sulfuroso liberado de su
combinacion con los aldehidos, durante la valoracién volumétrica, se hace una segunda
valoracion, después de nueva liberacién del SO, recombinado.

28(b).2 Material y aparatos.
28(b).2.1 Erlenmeyer de 500 ml y material para una volumetria.
28(b).3 Reactivos.

8(b).3.1 Hidroxido sodico 4 N.
28(b).3.2 Acido sulfurico al 1/10 en volumen (180 g/1).
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28(b).3.3 Engrudo de almidén preparado de la siguiente forma:

Pesar 2,5 de almidén soluble y triturarlo en un mortero junto con 10 mg de ioduro
mercurico. Llevar a un vaso y afiadir un volumen de agua suficiente para poder hervir la
suspension con fluidez. Llevar después ésta a matraz con 1 litro de agua en ebulliciéon, que
se mantiene durante 10 minutos. El liquido obtenido estara limpio y si es necesario se filtra.

28(b).3.4 Solucion de iodo N/20.
28(b).3.5 Tiosulfato sédico N/100.
28(b).3.6 Versenato de sodio (complexona lll).

28(b).4 Procedimiento.

Colocar en el erlenmeyer de 500 ml, 50 ml del vino, 3 ml de SO4H, al 1/10, 5 ml de
engrudo de almidén y 30 mg de versenato sédico (con el fin de evitar la oxidacion del SO,
libre durante la valoracion).

Homogeneizar la solucién y anadir con bureta soluciéon de | N/20 hasta coloracién azul
del almidén, que primero sera fugaz, y netamente persistente después, durante 10-15
segundos, considerandola entonces aceptable. Sea V el volumen en ml del iodo empleado.

Afadir 8 ml de solucién 4 N de hidréxido sédico, agitar una sola vez y dejar en contacto
durante 5 minutos. Después verter, de un solo golpe y agitando enérgicamente, 10 ml de
SO4H2 al 1/10.

Se valora inmediatamente con iodo N/20 el SO, liberado sea V" el volumen en ml de
solucién de iodo empleado.

Se anade después 20 ml de Na(OH), 4 N, se deja en contacto durante 5 minutos
después de haber agitado una sola vez. Se diluye con 200 ml de agua bien fria, agitar
después enérgicamente y anadir 30 ml de SO4H, al 1/10 y valorar con solucion de iodo N/20
el SO, liberado. Sea V" el volumen en ml de la solucién de iodo empleado.

Con estas valoraciones se corrige el error que puede originarse por la recombinacion de
parte del SO, ya liberado de los aldehidos, con el mismo aldehido que estara presente en el
liquido que se valora.

También es posible causa de error, y especialmente cuando se trate de vinos tintos ricos
en color y extractos, el consumo de iodo por estas sustancias; para corregir este error se
opera de la manera siguiente:

Adicionar a 50 ml del vino, colocados en un erlenmeyer de 300 ml, un exceso de etanol
para que sea capaz de combinarse con todo el SO, libre; dicha cantidad puede ser de
unos 5 ml de solucién de acetaldehido, de 7 g por litro Se tapa el matraz y después de un
reposo de 30 minutos, como minimo, se afiaden 3 ml de SO4H, diluido al 1/10 y después los

de solucion de iodo N/20 necesarios hasta el viraje de almidén. Sea V" el volumen en mi
necesarios.

La presencia de acido ascorbico también puede ser causa de error. Descontar el iodo
correspondiente, considerando que 1 ml de iodo N/20 es consumido por 4,4 mg de acido
ascorbico.

28(b).5 Célculo.

SO, libre = 32 (V —mgl/l.
SO, combinado = 32 (V' + V") mg/I.
SO, total =32 (V + V- V") mg/l.

Con aproximacion de 10 mg/I.
28 (b).6 Observaciones.

Para vinos pobres en SO,, es conveniente emplear iodo mas diluido, solucion N/50,
reemplazando entonces el coeficiente 32 por el de 12,8 en los calculos.

En los vinos tintos es conveniente, para apreciar el viraje, iluminar con luz amarilla el
fondo del erlenmeyer donde esta el vino. Hay dispositivos sencillos a base de simple
bombilla con filtro preparado con solucion de cromato potasico, o bien con luz amarilla de
lampara de vapor de sodio.
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Cuando haya un interés especial en la determinacion del SO, libre, debe dejarse la
muestra en reposo durante 4 dias, al abrigo del aire y a temperatura de 20 °C. El andlisis se
realizara también a 20 °C.

28.(b).7 Referencias.

1. Jaulmes P. y Dienziede. «Méthode Ripper double d'analyse de SO. Bol.». O. . V., 274.
52-54, 1959.
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins O. I. V., A17, 7. 1969.

29. ACIDO SORBICO
29.1 Principio.

El acido sorbico arrastrado por el vapor de agua (constante de volatilidad 0,59), se valora
en el destilado por espectrofotometria en el ultravioleta.

29.2 Material y aparatos.

29.2.1 Espectrofotdmetro ultravioleta y cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor.
29.2.2 Matraces aforados de 20 ml y de 1 litro.
29.2.3 Pipetas de 0,5 mly 1,5 ml.

29.3 Reactivos.

29.3.1 Solucién (a) (destinada a catalizar la oxidacidon del acido sulfuroso por el aire).
Mezclar 0,5 g de NaHCO3 con 0,001 g de CuSO4 « 5H,0 y anadir agua hasta 1.000 ml.

29.3.2 Solucion (b) de acido sorbico de 20 mq por litro. Introducir 20 ml de acido soérbico
en un matraz aforado de 1 litro que contenga 900 ml de agua caliente, agitar, dejar enfriar y
enrasar a 1 litro.

En vez de acido sorbico puede emplearse 26,8 mg de sorbato potasico.

29.4 Procedimiento.

Destilar como en 21.4, 20 ml de vino adicionado de 1-2 g de acido tartrico.
Recoger 320-330 ml de destilado para conseguir la mas completa extraccidén del acido
sérbico, que requiere unos 100 ml mas que los necesarios para la acidez volatil.

Tomar 5 ml del destilado, colocar en un matraz aforado 20 ml y enrasar con la solucién
(a).

Llenar con esta mezcla una cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor. Dejar la cubeta al aire
durante unos minutos. Determinar la absorbancia a 256 nm. Para la prueba en blanco,
sustituir los 5 ml de destilado por 5 ml de agua destilada.

Para obtener la curva patron, determina; la absorbancia de soluciones que
contengan 0,5, 1, 2,5 y 5 mg/l de acido sérbico obtenidas diluyendo con agua destilada la
solucién (b). La grafica correspondiente a estos valores es una linea recta.

29.5 Célculo.
Calcular el acido sorbico expresado en mg/l. Acido sorbico = 0,2 - C, y mg/l.

C = contenido en mg/l de acido sorbico determinado por comparacion con curva patron.
V = volumen en ml de destilado.

29.6 Referencias.

1. Jaulmes, P.; Mestres, R, y Mandrou, B. «Annales des Falsifications et de I'Expertise
Chimique», 111, 1961.
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V., A30, 1-3, 1969.

30. CLORUROS

30.1 Principio.

Valoracion argentimétrica después de oxidacién permanganica del vino previamente
defecado por barita.
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30.2 Material y aparatos.

30.2.1 Matraz aforado de 200 ml.
30.2.2 Matraz de 500 ml.
30.2.3 Bario de agua.

30.3 Reactivos.

30.3.1 Solucién saturada de permanganato potasico al 6,5 por 100.

30.3.2 Acido nitrico al 1/5 en volumen.

30.3.3 Solucidn de nitrato de plata N/10.

30.3.4 Solucion de tiocianato potasico N/10.

30.3.5 Solucién de alumbre de hierro y de amonio de 15 g por 100 ml o solucion de
nitrato férrico de 10 g por 100 ml.

30.3.6 Solucién de hidroxido de bario de 50 g por litro (aproximada).

30.4 Procedimiento.

Colocar 100 ml del vino en matraz aforado de 200 ml. Neutralizar con solucion de
hidroxido de bario en presencia de fenolftaleina, enrasar con adicién de agua destilada,
agitar, filtrar por filtro de papel plisado, previamente lavado con agua tibia.

En un matraz de 500 ml colocar 100 ml de filtrado y afadir 20 ml de &cido nitrico al 1/5
y 5 ml de permanganato de potasio en soluciéon saturada de 6,5 g por 100. Agitar y dejar
reposar algunos minutos hasta desaparicion del color violeta. Llevar el matraz a bafio de
agua y calentar sin exceso, para activar esta decoloracion. Si el color persiste, se afiaden
unas gotas de solucién de agua oxigenada. En algunos casos de vinos de intenso color, son
necesarias nuevas adiciones de solucion de permanganato potasico y de agua oxigenada,
hasta decoloracién completa.

Anadir al filtrado asi tratado 10 ml de solucién de nitrato de hierro al 10 por 100, 20 ml de
éter y 10 ml de solucidon N/10 de nitrato de plata. Esta cantidad que se considera suficiente
para riqguezas menores de 1 g por litro de cloruros expresados en cloruro de sodio.

Valorar el exceso de nitrato de plata con solucion N/10 de tiocianato de potasio, hasta
viraje al color teja palido del liquido, que deba durar por lo menos cinco segundos.

30.5 Calculo.

Calcular el contenido en cloruros expresado en meq/l de cloruro de sodio con
aproximacion de 0,05 g/l.

Cloruros =2 (10 — V) meq/l.
Cloruros = 0,1169 (10 — V) g/l de cloruro de sodio.
V = volumen en ml de solucion N/10 de tiocianato de potasio.

30.6 Referencia.
1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V., A15, 1-2, 1989.

31. ACIDO BENZOICO
31.1 Principio.

Extraccion por el éter del acido benzoico presente en el vino. Tratamiento del extracto
por la mezcla nitro-sulfurica y formacién del acido 3-5 dinitrobenzoico, que es extraido con
éter y después recogido por la mezcla acetona-alcohol. La adiciéon de sosa da origen a una
coloracion violeta. Esta reaccion es sensible, especifica y cuantitativa, siempre que se opere
en condiciones que aseguren la transformacién del acido benzoico en compuesto coloreado
medible en el espectrofotdmetro a 570 nm.

31.2 Material y aparatos.

31.2.1 Espectrofotémetro que permita lecturas a 570 my.
31.2.2 Ampolla de decantacion de 250 ml.

31.2.3 Matraces de 100 ml aforados.

31.2.4 Capsulas.
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31.2.5 Bafio de agua.
31.2.6 Matraces aforados de 50 ml.
31.2.7 Erlenmeyer de 50 ml.

31.3 Reactivos.

31.3.1 Eter sulfarico.

31.3.2 Mezcla acetona-alcohol: Mezclar 1.000 ml de acetona pura con 1.000 ml de
alcohol absoluto.

31.3.3 Mezclar nitro-sulfurico: Ahadir a 10 g de NO3K puro para analisis, 100 ml de
SO4H,.

31.3.4 Sosa alcohdlica al 5 por 100. Ahadir a 5 g NaOH puro (sin CO3Nay) 50 ml de
agua. Después de fria la mezcla, se anade alcohol de 95° hasta 100 ml.

La solucion debe quedar limpia.

31.4 Procedimiento.

Vinos secos o con riqueza en azucar de 100 g/l.

Anadir a 10 ml de vino puestos en ampolla de decantacién 2 ml de acido sulfurico al 25
por 100 y 25 ml de éter, dos veces seguidas. Decantar y filtrar el éter, por papel seco,
llevarlo a matraz aforado de 50 ml y enrasar.

Poner 20 ml de la solucién etérea en erlenmeyer de 50 ml, evaporar aspirando los
vapores mediante vacio, permaneciendo el erlenmeyer sumergido en bafio de agua fria.
Anadir al residuo 5 ml de la mezcla nitrosulfurica cuidando de empapar bien todo el residuo.
Llevar después al bafio de agua hirviendo durante 35 minutos y agitando de cuando en
cuando, sobre todo al principio.

Enfriar en agua fria, afiadir 5 ml de agua, seguir enfriando y verter el contenido en una
ampolla de decantacion de 250 ml. Enjuagar el erlenmeyer con 5 ml de agua, volver a verter
el contenido en la ampolla y afiadir 30 ml de éter. Agitar cinco minutos. Eliminar la fase
acuosa después de cuidadosa decantacion y lavar el éter con 5 ml de agua Decantar con
cuidado (un lavado mas prolongado originaria pérdidas de dinitrobenzoico en la fase acuosa,
por lo que es preferible decantar bien, que volver a lavar).

Filtrar el éter por filtro revestido con sulfato sddico anhidro, lavar el filtro en seguida
con 10 ml de éter. Evaporar el filtrado en una pequefa capsula a 35°, arrastrar con tres
adiciones de 5 ml de acetona-alcohol, cada vez (previamente enfriado en nevera). Recoger
todos estos liquidos en un tubo de ensayo de tapén esmerilado y aforado a 15 ml.

En un tubo de ensayo de tapon esmerilado y con trazo de aforo a 15 ml, poner de 0,5 a 5
ml de la anterior solucién. Este volumen debe variar con la riqueza supuesta, para obtener la
reaccion coloreada con el acido dinitrobenzoico originado por 0,1 a 0,5 mg de &cido
benzoico. EI método es valido entre 0,03 y 1 mg, si se utiliza aparato capaz de medir
absorbancias superiores a 1,5.

Diluir el volumen de liquido puesto en el tubo, con la mezcla acetona-alcohol frias,
hasta 14,7 ml y anadir después 0,3 ml de sosa al 5 por 100, agitar y sumergir en hielo
fundente.

Hacer la determinacion en cubeta de 1/2-1 cm a 570-580 nm después de 30 minutos y
antes de 70 minutos a partir del momento de la mezcla.

Utilizar como solucién compensadora para comparacion una mezcla de 14,5 de acetona
alcohol con 0,3 ml de sosa al 5 por 100.

Para obtener la curva patrén, preparar una solucién valorada de 50 mg de &acido
benzoico puro en 100 ml de éter. Diluir esta solucion a 1/10 con éter y tratar 10 ml de esta
solucién de 50 mg por litro, como se ha indicado antes para la muestra.

La densidad de éptica varia linealmente con la cantidad de acido benzoico.

31.5 Célculo.

Llevar la absorbancia obtenida a la curva patron y expresar correspondiente contenido
de &cido benzoico en mg/l.

31.6 Referencia.
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1. Spanyar, E.; Karel, E, y Kiszel, M. «Zeitschrift fur Lebenmittel Untersuchung und
Forschung», 1958.

32. BROMO TOTAL
32.1 Principio.

Saponificacion cuidadosa, para evitar pérdidas, de los ésteres del acido bromico,
eventualmente presentes en el vino, transformacién del rojo fenol en azul de bromofenol, y
valoracion colorimétrica o espectrofotométrica.

32.2 Material y aparatos.

32.2.1 Capsula de silice de 7 cm de diametro.

32.2.2 Baio de agua.

32.2.3 Horno eléctrico, recomendable con regulador automatico, para regular a 525°.
32.2.4 Espectrofotémetro o colorimetro capaces para lectura a 584 nm.

32.3 Reactivas.

32.3.1 Solucion de Na (OH) al 50 por 100.

32.3.2 Lechada de cal 4 N (224 g de CaO por litro).

32.3.3 Solucion de rojo fenol. Mezclar 0,24 g de rojo fenol y 24 ml de NaOH N/10. Ahadir
agua destilada hasta 1.000 ml.

32.3.4 Solucion tampdn pH = 4,65. Mezclar 500 ml de acido acético 2 N, 250 ml de sosa
caustica 2 N y 250 ml de agua destilada.

32.3.5 Solucién oxidante. A 2 g de cloramina T afadir agua destilada hasta un litro.

Preparar esta solucion 48 horas antes de su empleo y sélo sera valida hasta quince dias.

32.3.6 Solucion reductora. Anadir a 25 g de tiosulfato de sodio agua destilada hasta un
litro.

32.3.7 Solucién valorada de bromuro de potasio. Afadir a 1,489 g de bromuro de potasio
agua destilada hasta un litro.

Esta solucion contiene 1 g de bromuro por litro. En el momento de su empleo se hacen
dos diluciones sucesivas a 1/10 y se tendra la solucion a emplear que contiene 10
microgramos de bromo por ml.

32.4 Procedimiento.

Adicionar 0,5 ml de NaOH al 50 por 100 y 1 ml de lechada de cal 4 N a 50 ml del vino
colocados en una capsula de cuarzo de 7 cm de diametro. Esta adicion proporciona un
soporte infusible que permite una buena combustiéon del carbon. Si el vino es muy acido
conviene anadir antes sosa para llevarlo a pH 10 por lo menos.

Si el vino contiene compuestos organicos de bromo o antisépticos bromados, dejar por lo
menos 24 horas la muestra de vino alcalinizada, tapando la capsula con un vidrio de reloj,
con el fin de saturar los ésteres del &cido bromacético, que son muy volatiles.

Evaporar el liquido de la capsula en bafo de agua, calentar el residuo con pequefa
llama o en bafio de arena para eliminar las ultimas trazas de agua. Incinerar hasta cenizas
blancas en el horno eléctrico regulado a 525 °C, sin pasar de esta tempera-tura para evitar
pérdidas por sublimacion.

Para facilitar la obtencion de cenizas blancas, retirar la capsula después de 15 minutos
de incineracion, dejar enfriar y humedecer las cenizas aun grisaceas con unas gotas de
agua, evaporar y volver al horno, repitiendo esta operaciéon las veces necesarias hasta
conseguir cenizas blanca...

Afadir a las cenizas 5 ml de agua hirviendo y remover con una varilla, llevar a pH 4,6-4,5
con acido sulfurico a 1/10 y ajustar con &cido sulfurico a 1/100 y completar con agua
hasta 10 ml.

Para calcular la cantidad de agua a anadir, tomar el volumen final igual a 10,2 ml, por
considerar el aumento de volumen agua mas acido sulfurico, equivalente a 0,2 ml, que habra
sido arrastrado en la precipitacion de los 334 mg de sulfato de calcio hidratado, formado al
reaccionar parte del SO4H, con la lechada de cal 4 N anadida.
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Las restantes causas de pequeia variacion de volumen (como las del SO4H, al pasar a
SO4Nay y SO4K5), se consideran sin sensible influencia.

Triturar con varilla de vidrio el sulfato de calcio precipitado y remover bien.

Diluir, si es necesario, la solucion de cenizas hasta un contenido en bromo del vino de 1
mg/l, aproximadamente. Para comprobar cualitativamente si el contenido en bromo del vino
es superior o inferior a 1 mg/1, tomar 1 ml de la solucién de cenizas del vino, poner en tubo
de ensayo y afadir una gota de solucién tampdn pH 4,65, una gota de solucion rojo fenol y
una gota de solucion cloramina T. Después de un minuto exactamente, detener la reaccién
anadiendo una gota de solucion de tiosulfato sédico. Si la solucion es amarilla, amarillo-
parda o amarillo-verdosa, el contenido en bromo es aproximadamente inferior a 1 mg/l, y si
es azul, violeta o violeta fugaz, el contenido en bromo es superior a 1 mg/1, siendo necesario
diluir la solucion.

Decantar el liquido y trasvasar a un tubo de ensayo.

Poner en tubo de ensayo 5 ml de la solucién de cenizas y anadir 0,25 ml de solucién
tampon, 0,25 ml de rojo fenol y 0,25 mililitros de cloramina T.

Después de un minuto exactamente, paralizar la reaccién con 0,25 ml de tiosulfato.
Determinar la absorbancia con fotocolorimetro o espectrofotometro mediante medida a 584
nm.

Para obtener la curva patrén, tomar la solucion de bromuro de potasio con 10 mg de
bromo por litro, alicuotas de 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 2,00 y 2,50 ml y llevar a 5 mi
con agua destilada.

El contenido en bromo de estas soluciones es, respectivamente, 0,5, 1,-1,5, 2,0, 2,5, 3, 4
y 5 mg/l.

Tratar cada una de estas soluciones de 5 ml como la solucidon de cenizas y hacer las
correspondientes determinaciones en el espectrofotometro a 584 nm.

32.5 Calculo.

Calcular el contenido en bromo expresado en mg/l mediante comparacion con la
correspondiente curva patrén y teniendo en cuenta el factor de dilucion.

32.6 Referencias.

1. Jaulmes, P., y Bruns, S. «Valoration du brome dans les vins». Annales des
Falsifications et de Fraudes. 1952.

2. Saldoval, J. A., e Hidalgo, T. «Medida espectrofotométrica de reacciones coloreadas
muy fugaces». Boletin I. N. I. A. 19, 60, 40.

33. BROMO ORGANICO
33.1 Principio.

El coeficiente de dilucion del acido monobromoacético entre el éter y el agua acidulada
con acido sulfurico (que anula la ionizacién) es proximo a 5. Los ésteres del acido
monobromoaceético son menos solubles en el agua que el mismo acido, por lo que es mas
facil su extraccion por el éter. Tres lavados con un volumen de éter igual al del vino son
suficientes para extraer todo el bromo organico.

33.2 Material y aparatos.

33.2(1,2,3y4)como 32.2 (1,2, 3y4).

33.2.5 Ampollas de decantacién de 50 y 500 ml.

33.3 Reactivos.

33.3(1,2,3,4,5,6y7)como 32.3(1,2,3,4,5,6y7).
33.3.8 Acido sulfurico puro.

33.4 Procedimiento.

Colocar en una ampolla de decantacion 20-200 | de vino (segun la riqueza supuesta),
afnadir 5 g de SO4H, puro por litro de vino, se afnade después un volumen de éter igual al
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volumen de vino, agitar y decantar cuidadosamente el éter. Repetir tres veces esta
operacion. Filtrar el éter, evaporar en frio en capsula de cuarzo que contenga 0,5 ml de
NaOH al 50 por 100 y 1 ml de lechada de cal 4 N. Después de unas 24 horas de
saponificacion de los ésteres, durante las que permanece la capsula tapada con un vidrio de
reloj, incinerar progresivamente el residuo a la temperatura de 550. Arrastrar y disolver las
cenizas como en 32, realizando también en igual forma la valoracién colorimétrica del bromo.

33.5 Célculo.

Calcular el contenido en bromo expresado en mg/l a partir de la correspondiente curva
patron.

34. ACIDOS MONOBROMOACETICO Y MONOCLOROACETICO DE ORIGEN ORGANICO

(Método cualitativo) (Provisional)
34.1 Principio.

Siendo fraudulenta la presencia de compuestos organicos monohalogenados, es
suficiente para investigar el fraude un analisis cualitativo.

Extraccion de compuestos monohalogenados en medio acido con éter y transformacion
por adicion de amonio en glicocola y sal de amonio por combinacion del haldégeno
desplazado. Separacion cromatografica y revelado con NOsAg, obteniéndose una mancha

blanca para el cloruro de plata y otra negra para el bromuro de plata.
34.2 Material y aparatos.

34.2.1 Frascos de tapon esmerilado que ajuste perfectamente, de 50 ml de capacidad.
34.2.2 Ampolla de decantacion de 250 ml.

34.2.3 Agitador mecanico de unas 150 agitaciones por minuto.

34.2.4 Papel Watman numero 1 para cromatografia.

34.2.5 Pipetas, micropipetas de 0,2 ml capilares divididas en milésimas.

34.2.6 Secador de aire.

34.2.7 Campana o recipiente para cromatografia y accesorios.

34.2.8 Pulverizador todo de vidrio y pulverizacion fina.

34.2.9 Campana de luz infrarroja.

34.3 Reactivos.

34.3.1 Eter sulfdrico para analisis.

34.3.2 Solucién de acido sulfurico: solucion acuosa al 1/3 en volumen.

34.3.3 Amoniaco puro de densidad 0,910 (24° Be) sin cloruros.

34.3.4 Mezcla acetona-agua en la proporcién 100/20 en volumen.

34.3.5 Revelador de nitrato de plata. Mezclar 85 mg de NO3Ag, 1 ml de agua, 5 ml de
amoniaco concentrado y etanol hasta 200 ml.

34.3.6 Revelador de pirogalol. Disolver 13 mg de pirogalol en 200 ml de etanol. La
solucion puede durar tres dias si se conserva fria y al abrigo de la luz.

34.3.7 Solucion testigo de cloro. Disolver 100 mg de CINH4 en agua y enrasar a 1.000
ml.

34.3.8 Solucion testigo de bromo. Disolver 100 mg de BrNH4 en agua y enrasar a 1.000
ml.

34.4 Procedimiento.

34.4.1 Extraccidon del compuesto halogenado. Tomar 100 ml de vino, llevar el matraz
de 500 ml con tapon esmerilado, afiadir 5 ml de acido sulfurico (1/3) y, acto seguido, 100 ml
de éter. Agitar brevemente hasta formacion de ligera emulsion, destapar unos momentos el
frasco y observar la facilidad de separacion.

A veces, como especialmente sucede con vino de prensa, la separacion es dificil, siendo
necesario nueva adicion de acido sulfdrico y de éter, Observar si hay facilidad de separacion
y llevar el frasco a un agitador mecanico, agitando durante tres horas. Poner en ampolla de
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decantacion de 250 ml de capacidad con el fin de separar el vino de la fracciéon etérea;
eliminar el éter por completo filtrando rapidamente por ligera capa de algodén.

Afadir inmediatamente 10 ml de amoniaco, agitar fuertemente durante tres minutos, con
el fin de iniciar la formacion del aminoacido correspondiente (glicocola) y evitar la de otros
compuestos. En este momento se forma la sal de amonio por combinacion del halégeno
desplazado.

Dejar reposar 24 horas para que la reaccion sea completa y proceder a la cromatografia.

34.4.2 Analisis cromatografico.—Depositar con micropipeta sobre papel Whatman
numero 1 para cromatografia (28 x 15 centimetros) a lo largo de una linea paralela al borde
inferior y situada a 2,5 cm de este borde, 0,02 ml de soluciones testigo de Cl y de Br, y
de 0,02 a 0,06 ml, segun el contenido en halogenado, de las muestras de vino, separando
cada aplicacion 2 centimetros por los menos. Enrollar el papel y colocar en el fondo de la
cubeta con el disolvente y en la camara o campana de cromatografia.

Retirar el papel de la cubeta cuando el frente del liquido ascendente se encuentre a 1 cm
del borde superior del papel, y dejar secar. Pulverizar con la solucién de nitrato de plata vy,
estando humedo el papel, pulverizar nuevamente con soluciéon de pirogalol. Para mayor
uniformidad del revelado, conviene desecar el papel con lampara infrarroja.

La mancha correspondiente al Cl es de color blanco y tiene un Rf de 0,29, y la mancha
correspondiente al Br es de color marron y tiene un Rf de 0,59.

34.5 Referencia.

1. Morales, J., y Vega, R. «Comunicacion de los Métodos Internacionales de Analisis».
O. I. V., niUmero 245, 1967.

35. INDICE DE PERMANGANATO
35.1 Principio.

Valoracioén con una soluciéon de permaganato del poder reductor en frio de las sustancias
polifendlicas del vino. Como todos los componentes fendlicos del vino, a igual concentracion
no reducen la misma cantidad de permanganato, se trata de una valoracion global que da un
indice, al que se denomina «indice de permanganato»: IMn.

Constituye una expresiéon del contenido en sustancias fendlicas que estan en relacion
con los caracteres gustativos de dureza, astringencia o aterciopelado sin que la relacion sea
absoluta. Es una determinacion especial para vinos tintos; en blancos es poco apreciable y
se presta a confusiones por consumo de permanganato por otros componentes del vino, que
aqui tiene una influencia relativa mas marcada.

35.2 Material y aparatos.
Los elementos necesarios para una volumetria.
35.3 Reactivos.

35.3.1 Solucién N/100 de MnO4K. Se conserva mal. Prepararla a partir de solucién N/10.
35.3.2 Indicador de indigo. Preparar una soluciéon de 3 g/1 de carmin indigo. Filtrar,
tomar 50 ml de esa solucion, afiadir 50 ml de SO4H, y agua hasta 1.000 ml. Mezclar bien.

35.4 Procedimiento.

Colocar en un vaso de 50 ml del indicador de indigo antes indicado y afadir 2 ml del
vino. Inmediatamente adicionar gota a gota la solucion de MnO4K N/100, y al final, cada vez
mas lentamente, hasta desaparicion completa del color azul y aparicion de amarillo oro.

En vinos nuevos, el viraje es menos neto, por lo que conviene tomar sélo 1 ml de
muestra.

Hacer la prueba testigo para eliminar el permanganato por sustancias no polifenales,
sustituyendo los 2 ml de vino por 2 ml de una solucién de acido tartrico de 5 g/l, neutralizada
hasta la mitad con KOH y encabezada hasta 10° de alcohol.

35.5 Calculo.
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Calcular el indice de permanganato o el titulo de materias oxidables en frio del vino por
permanganato expresado en meq/l.

indice de permanganato =5 (V — V).
Materias oxidables en frio = 5 (V — V') meal/l.

V = volumen en ml de solucion MnO4K N/100 para oxidar el vino.
= volumen en ml de solucién MnO4K N/100 gastados en la prueba testigo.
35.6 Referencia.

1. Ribereau-Gayon et Peynaud. «Analyse et Contréle des Vins», pagina 320, 1958.

36(a). DETERMINACION DE PRESENCIA DE VINO PROCEDENTE DE «HIiBRIDOS
PRODUCTORES DIRECTOS»

(Método cualitativo)
36(a).1 Principio.
Transformacion de la malvina, por la accidon controlada de un oxidante apropiado, en una
sustancia que a la luz de Wood acusa viva fluorescencia de color verde muy sensible.
36(a).2 Material y aparatos.

36(a).2.1 Lampara que emita luz fluorescente de 366 nm de longitud de onda (luz de
Wood).
36(a).2.2 Tubos de ensayo.

36(a).3 Reactivos.

(

(

36(a).3.1 Acido clorhidrico N.

36(a).3.2 Nitrito sodico al 1 por 100.

36(a).3.3 Alcohol con el 5 por 100 de NH3 (gas).
(

36(a).4 Procedimiento.

36(a).4.1 Vinos tintos.—Para vinos tintos introducir en el tubo de ensayo: 1 ml de vino,
una gota de C1H, N, y 1 ml de NO,Na al 1 por 100. Agitar y esperar dos minutos, después
anadir 6 ml de alcohol con el 5 por 100 de NH5 (gas). Agitar, esperar cinco minutos, filtrar y
observar el filirado a la luz de Wood. Si hay malvina se apreciara la fluorescencia color
verde.

36(a).4.2 Vinos rosados o claretes.—Introducir en el tubo de ensayo 5 ml de vino, cinco
gotas de acido clorhidrico N y 1 ml de nitrito de sodio al 1 por 100.

Agitar, esperar dos minutos y afadir después alcohol con el 5 por 100 de amoniaco.
Agitar y observar a la luz de Wood (366 nm).

36(a).5 Célculo.

La intensidad de la fluorescencia verde es muy sensible y puede acusar netamente la
presencia de una dosis de 0,2 por 100 de hibrido Oberlein en el vino, siendo la tolerancia
admitida hasta un 2 por 100 de riqueza de hibrido Oberlein.

36(a).6 Referencia.
1 Ribereau-Gayon, J.; Peynaud, E. «Analyse et Contréle des Vins», pag. 320, 1958.
36(b). DETERMINACION DE PRESENCIA DE VINO PROCEDENTE DE «HIBRIDOS
PRODUCTORES DIRECTOS»

(Provisional)

36(b).1 Principio.
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Determinacién de malvina en vinos tintos secos por cromatografia de papel. La fase
movil es la solucién Britten-Robinson, en las condiciones del método. Observacion del
cromatograma a la luz de Wood de 366 nm.

Como escala de comparacion se emplea una serie de manchas de soluciones de
pinacianol, que da fluorescencia similar a la de la malvina, aunque con coloracién verdosa en
vez de la roja ladrillo de la malvina, pero con intensidades de la fluorescencia proporcionales
a las dosis aplicadas, haciendo comparativos los resultados.

36(b).2 Material y aparatos.

b).2.1 Fuente de luz de Wood (366 nm).
b).2.2 Camara o campana para cromatografia y accesorios (soporte, pinzas, etc.).

36
36
36(b).2.3 Papel Arches para cromatografia.

(
(
(
36(b).3 Reactivos.

36(b).3.1 Solucion Britten-Robinson. Mezclar 3,92 g de acido fosfoérico puro, 2,40 g de
acido acético puro y 4,48 g de acido borico cristalizado puro y afadir agua destilada
hasta 1.000 ml. El pH de esta solucién es 1,81.

36(b).3.2 Pinacianol o azul de quinaldina (ioduro de 1-1 dietilcarbocianina).

36(b).3.3 Alcohol neutro de 96°. Destilar alcohol rectificado en presencia de sosa (5 g/l).

36(b).4 Procedimiento.

Hacer aplicaciones con micropipeta de 50 pl de vino cada una, sobre papel a 2 cm del
borde inferior, de tal forma que aparezcan manchas rectangulares de 2 cm de base por 0,5
cm de los bordes. Aplicar 12 gotas de 4 yl en cada punto, secando cada vez con corriente de
aire a temperatura no superior a 30°.

Llenar la cubeta hasta una altura de 2 cm con la solucion Britten-Robinson. Sumergir el
papel sélo 1 cm y retirarlo cuando el liquido llegue a 1 cm del borde superior. Ayudar a la
desecacion con corriente de aire no superior a 30° y terminar la desecacion al ambiente.

Para obtener una escala patrén preparar una soluciéon en alcohol neutro de 96° de
pinacianol de 0,5 g/l y diluir a 1/10. Tomar alicuotas de 0,3, 0,4, 0,6, 0,8, 1,2,1,7,2,4,3,5y 5
ml y completar con alcohol puro hasta 5 ml. A estas mezclas les corresponde un contenido
convencional de hibrido de 3, 4, 6, 8, 12, 17, 24, 35 y 50 por 100, respectivamente.

Aplicar cada una de estas mezclas como anteriormente. Secar las manchas, recortar y
pegar mediante una cola celuldsica (aplicar en pequefias dosis para que no desborde) a lo
largo del borde de una tira de cartulina negra.

Renovar la escala cada 30 6 45 dias, pues pierde intensidad, por lo que hay que
conservarla al abrigo de la luz.

Observar las manchas del cromatograma a la luz de Wood (366 nm) en camara oscura y
hacer rapidamente la comparacion con la escala.

Para comprobar la eficacia de la lampara se hace el siguiente ensayo: Lavar por
capilaridad con alcohol puro el papel Arches de cromatografia. Aplicar solucién alcohdlica de
pinacianol de 1 mg/l en cantidad tal que la mancha sea visible y la misma cantidad diluida a
la mitad de una mancha no visible en las mismas condiciones de observacion. Regular la
distancia de la lampara a la hoja para conseguir este efecto.

36(b).5 Calculo.

Si al observar el cromatograma del vino a la luz de Wood en las condiciones expuestas
se aprecian manchas color rojo ladrillo y fluorescentes de un Rf = 0,55 + 0,09 sera clara
manifestacion de presencia de malvina.

Para el analisis cuantitativo, comparar con la escala patrén. La intensidad del color de
cada mancha de la escala testigo de solucion de pinacianol sera valorada por el numero de
miligramos de pinacianol por litro de solucién alcohdlica con que se ha hecho la mancha
sobre el papel.

Con esta definicion convencional de la intensidad del color de las manchas puede
establecerse también, por comparacion de estas manchas con las correspondientes a las de
cromatogramas de vinos con mezcla conocida de «hibrido», un coeficiente proporcional a la
riqueza de éste presente en los mismos.
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La sensibilidad de las manchas pueden acusar el 1 por 100 de hibrido Oberlein (elegido
como patroén).

La dosis correspondiente al valor 2 de la escala convencional, o sea el 2 por 100 de
hibrido Oberlein, es la maxima tolerada provisionalmente por la Convencién Internacional.

36(b).6 Referencias.

1. Dorier y Verelle. «Comunication a la Société des Experts-Chemistes de France». 6
enero 1965.
2. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V. A18, 1-4, 1969.

37. METANOL

(Método del acido cromotrdpico)
37.1 Principio.

Oxidacién del metanol a formol por permanganato potasico en presencia de acido
fosférico y medida espectrofotométrica de la reaccion coloreada del formol con acido
cromotroépico. Coloracion violeta especifica del formol.

37.2 Material y aparatos.

37.2.1 Matraces aforados de 50 ml.

37.2.2 Bafio de agua con regulacion a 60-75°.

37.2.3 Espectrofotémetro que permita lectura a 575 my.

37.2.4 Matraz esférico de cuello largo, de 500 ml y refrigerante con alargadera.

37.3 Reactivos.

37.3.1 Solucion de permanganato potasico. Disolver 3 g de MnO4K y 15 ml de PO4H3
en 100 ml de agua. Preparar mensualmente.

37.3.2 Soluciéon de sal sbédica de acido cromotrépico (1-8 dihidroxinaftaleno, 3-6
disulfénico). Solucion al 5 por 100. Filtrar si no queda clara. Preparar semanalmente.

37.3.3 Solucién al 2 por 100 P/V de sulfito neutro de sodio anhidro.

37.4 Procedimiento.

Diluir o ajustar la muestra hasta una concentracion total de alcohol de 5-6 por 100 en
volumen. Utilizando 50 ml de muestra, destilar en destilador simple, recogiendo 40 ml de
destilado en bafio de hielo. Diluir hasta 50 ml con agua (si se ha determinado previamente el
alcohol, el destilado puede ajustarse a 5-8 por 100 de concentracion de alcohol y utilizarse
para esta prueba). Si hay mas de 0,05 por 100 de metanol por volumen, diluir hasta
aproximadamente esa concentracion con alcohol del 5,5 por 100. Para muestras que
contengan menos de 0,05 por 100 de metanol, poner 200 ml de destilador eficiente de
fraccionamiento, colocar el sistema de destilacion reflujo total durante 15 minutos y luego
destilar lentamente a elevada proporcién de reflujo (por lo menos 20 : 1). Recoger 10 ml de
destilado y diluir hasta 160 ml con agua.

Pipetar 2 ml de solucion de KMnO,4 en un matraz aforado de 50 ml. Enfriar en bafio de
hielo, afiadir.1 ml de muestra diluida y fria y dejar 30 minutos en bafio de hielo. Decolorar
con un poco de NaHSO5 seco y afadir 1 ml de solucién de acido cromotrépico. Anadir
lentamente con agitado y en bafio de hielo 15 ml de SO4H, y colocar 15 minutos en bafio de
agua caliente (60-75°). Enfriar, ahfadir una cantidad suficiente de agua para llevar
aproximadamente a la marca de 50 ml, mezclar y diluir hasta volumen con agua a
temperatura ambiente. Leer la absorbancia a 575 nm utilizando como reactivo en blanco
alcohol de 5,5 por 100 tratado analogamente a la forma descrita. Tratar solucién patron de
metanol que contenga 0,025 por 100 por volumen de metano) en alcohol de 5,5 por 100
simultaneamente en la misma forma, y leer la absorbancia (la temperatura del patrén y de la
muestra no debe diferir en mas de —1°, ya que la temperatura afecta a la intensidad del
color).

37.5 Célculo.
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Calcular el contenido en metanol expresado en porcentaje.

Metanol = 0,025 — &
A
A = absorbancia de la muestra.
A = absorbancia de la solucion patron de metanol.
F = factor de dilucion de la muestra.

37.6 Observaciones.

Si el color de la muestra es demasiado intenso, diluir con reactivo en blanco. No diluir
mas de tres veces porque la relacion de acido cromotrépico a metanol se reduce demasiado.

37.7 Referencia.

1. «Association of Official Agricultural Cremists» Official Méthods of Analysis, pag. 138,
1965.

38. NITROGENO

(Método Kjeldhal)
38.1 Principio.

Transformaciéon del nitrégeno organico en sulfato de amonio por ataque con acido
sulfurico en ebullicion en presencia de sustancias catalizadoras que acortan el tiempo de la
mineralizacion y adicion de sal potasica que eleve el punto de ebulliciéon. Destilacion por
ebullicion de vapor recogiendo el destilado en volumen conocido de solucién de acido
sulfurico.

Valoracion con solucién de tiosulfato sédico, del iodo liberado por el acido sulfurico al
anadir al destilado solucién de ioduro-iodato potasico.

38.2 Material y aparatos.
38.2.1 Aparato micro-Kjeldahl.
38.3 Reactivos.

38.3.1 Acido sulfurico puro, d = 1,84.

38.3.2 Catalizador de selenio. Mezclar bien pulverizados 80 g de SO+K5, 20 g de SO4Cu
y 5 g de selenio.

38.3.3 Solucién de fenolftaleina y papel tornasol.

38.3.4 Acido sulfurico N/50.

38.3.5 loduro potasico, solucion al 4 por 100.

38.3.6 lodato potasico, solucion al 5 por 100.

38.3.7 Solucidn de tiosulfato soédico N/50.

38.3.8 Engrudo de almidon.

38.4 Procedimiento.

Poner en el matraz Kjeldahl 50 ml de vino, evaporar a ebullicion lenta hasta unos 10 ml,
anadir 10 ml de SO4H, puro y 0,6 gramos de la mezcla pulverizada y bien uniformada de
SO4Cu, selenio y SO4K,, continuar calentando primero lentamente y después
enérgicamente, hasta decoloracion, y proseguir unos minutos mas. Si es necesario se van
anadiendo nuevas dosis de SO4H, puro de 5 en 5 ml.

Enfriar, pasar el contenido a matraz aforado de 100 ml arrastrando el residuo con
pequeias porciones de agua destilada, para enjuagar varias veces el matraz, comprobando
que los ultimos lavados no dan trazas de reaccién acida al papel de tornasol.

Tomar una alicuota de 20 ml y llevar al matraz del aparato de destilacion, adicionando
unas gotas de fenolftaleina. En un vaso cilindrico de unos 200 ml, se afaden 10 ml de
SO4H> N/50. ARadir al matraz solucion de sosa al por 100 en cantidad suficiente para viraje
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de la fenolftaleina y se encaja rdpidamente en su sitio. Conectar el aparato de destilacion
con el generador de vapor de agua y comenzara el arrastre del amoniaco pasando al
refrigerante y recogiendo el destilado en la solucion sulfurica.

Después de 15-20 minutos, comprobar con papel tornasol si una gota del destilado no
acusa reaccion alcalina. En este caso separar el vaso y proceder a la valoracion.

Afadir al vaso con el sulfurico N/50 ml de ioduro de potasio al 4 por 100 y 2 ml de iodato
de potasio al 5 por 100 Mezclar con una varilla y después de 20 minutos valorar el iodo
liberado con soluciéon de tiosulfato sddico N/50 empleando como indicador 5-10 ml de
solucién de almidén.

38.5 Calculo.
Calcular el nitrégeno expresado en meq/l o en mg/l.

10-V
50

Nitrogeno = % 100 meq/1

Nitrogeno ZIDS_DVX 100 x 14 mg/l

V = volumen en ml de solucién de tiosulfato N/50.
39. FLUOR

(Provisional)
39.1 Principio.

Incineracion de 525° del vino en presencia de un exceso de calcio o magnesio,
destilacion en corriente de vapor del acido fluorhidrico a 135-140°, valoraciéon del acido
destilado a pH 3,6 por solucién de nitrato de torio en presencia de alizarina sulfonato de
sodio.

39.2 Material y aparatos.

39.2.1 Aparato de Truhaut, que consta de generador de vapor, barbotador de pared
doble, ampolla para la introducciéon de la solucion sulfurica de las cenizas magnéticas,
refrigerante de retorno y refrigerante de West para la salida del destilado (figura 39.1.).

39.2.2 Capsula de platino o niquel para las cenizas.

39.2.3 Horno eléctrico regulable para 525°.

39.2.4 Matraz de 250 ml.

39.2.5 Dos capsulas de porcelana iguales, de unos 10 cm de diametro.

39.2.6 Material para volumetria.

39.3 Reactivos.

39.3.1 Solucion tampdn de pH = 3,1. Mezclar 100 ml de solucion molar de acetato de
sodio, 303 ml de agua destilada y 97 ml de acido clorhidrico N/1.

39.3.2 Solucion N/100 de nitrato de torio, Disolver 1,3806 g de nitrato de torio con 4
moléculas de agua, en un litro de agua.

39.3.3 Solucién N/10 de hidréxido sodico.

39.3.4 Acido sulfurico al 1/10.

39.3.5 Indicador de azul de bromotimol.

39.3.6 Oxido de magnesio al 1/10.

39.3.7 Acetato de magnesio al 1/10.

39.3.8 Solucién Spadns. Anadir a 0,02 g de Spadns, agua hasta 100 ml. El Spadns
resulta de la combinacién del acido p-sulfamilico con la sal de sodio del acido cromotrépico
(4cido dihidroxi, 1,8, naftalenodisulfénico 3,6). Su proceso de preparacion es laborioso. Se
encuentra preparado por Easman-Kodak.

39.3.9 Sulfato de plata en cristales.

39.4 Procedimiento.
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39.4.1 Incineracion.—Poner 20 ml de vino en capsula de platino ¢ de niquel, anadir 2 ml
de suspension de oxido de magnesio al 1/10 y 4 ml de acetato de magnesio al 1/10.
Evaporar, desecar y calcinar en el horno a 550 °C.

39.4.2 Destilacion.—Colocar en el barbotador del aparato Truhaut 20 ml de acido sulfurico
al 50 por 100, 0,5 g de lana o polvo de vidrio y 0,5 g de sulfato de plata, con el fin de retener
el C1H. Llevar el barbotador a 146 °C por ebullicion del tetracloroetano (punto de
ebulliciéon 146°) en la doble pared (A) y forzar la corriente de vapor de agua a la velocidad
de 5 g por minuto. Conviene calentar previamente el tetracloroetano en la doble pared del
aparato antes de que barbote el vapor en el liquido, por haberse observado que asi se evitan
la formacion de burbujas de espuma, que son un peligro por posible desborde y paso al
refrigerante de salida.

Se continua la destilacion hasta recoger unos 100 ml de destilado.

Con estas operaciones queda el aparato desprovisto de posible presencia de fluor.

Disolver las cenizas en el menor volumen posible de SO4H, al 1/10 e introducir en el
barbotador, enfriando previamente el liquido del barbotador antes de verter en él la solucion
sulfurica de cenizas. Proseguir la destilacién con el barboteo de vapor, comenzando por
calentar previamente, como se ha indicado, el tetracloroetano contenido en la doble pared.
Recoger unos 100 ml de destilado en un matraz de 250 ml que contenga 5 ml de agua, de
forma que quede sumergido el pico de la alargadera del refrigerante.

39.4.3 Valoracion.—Descarbonatar el destilado por agitacion en frio y con vacio
neutralizar con Na (OH) N/10 en presencia de azul de bromotimol como indicador. Llevar
después a una capsula de porcelana blanca bien limpia, siendo recomendable frotar
previamente su interior con pasta silicea y enjuagarla con agua destilada. Afadir a 50 ml del
destilado 1 ml de solucién acuosa de Spadns y 1 ml de solucién tampén de pH = 3,1. Afadir
con microbureta solucion N/100 de nitrato de torio hasta viraje a rojo violeta.

Para apreciar el punto del viraje se compara la tonalidad del color con la de una
valoracion testigo hecha en otra capsula igual y con el mismo volumen de solucion tampon, 1
ml de Spadns y 0,05 ml de solucién de nitrato de torio. Se ha observado que con 0,1 ml de
nitrato de torio es mas clara la comparacién de colores.

Restar del volumen de nitrato de torio gastado en el liquido problema los 0,05 y 0,1 ml
anadidos al testigo.

39.5 Calculo.

Equivalencia: 1 ml de solucién de nitrato de torio N/100 < > 0,19 mg de fldor.
Expresar los resultados en mg de fluor por litro y con una aproximacion de unos 0,5 mg.

39.6 Referencias.

1. Fabré, R.; Trumant, A.; Bouquet, A., y Bernuchon, J. (1960-1965), Cont. Rendu Aca.
Sciences. 1965, 240, pag. 211; 1959, 248, pag. 504.
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L0 cm,BOLAT 14

Figura 39.I. Aparato de Truhaut

El barbotador (C) tiene una pared doble (A) donde se hierve el tetracloroetano a 146°. El
tubo de entrada de vapor de agua rodea (E) la pared interna y penetra en su interior,
prolongandose verticalmente hasta casi el fondo.

El refrigerante de retorno para condensar los vapores de tetracloroetano se conecta en
(B).

La ampolla (F), con llave y tapén esmerilado, se ajusta a la boca del barbotador y el tubo
penetra hasta la misma altura que el punto de entrada del tubo de vapor de agua. La salida
del destilado comunica con refrigerante de West, vertical que se prolonga por alargadera
tubular cuyo pico se sumerge en el agua que contiene el matraz receptor.

40. HIDROXIMETILFURFURAL

(Provisional)
40.1 Principio.

El hidroximetilfurfural se produce al calentar en exceso los mostos para su
concentracién, desulfitacion o pasterizacion. La presencia de hidroximetilfurfural en ciertos
vinos dulces se considera como indicio de la adicion de mostos.

Este método esta basado en la reaccion de Winckler (formacion de un complejo rojo para
la accion del hidroximetilfurfural sobre la p-toluidina y acido barbiturico). Se utiliza para los
vinos blancos y tintos, previa extraccion con éter sulfurico en los segundos.

40.2 Material y aparatos.

40.2.1 Espectrofotometro y accesorios (cubeta para 1 cm de espesor del liquido).
40.2.2 Matraces aforados.
40.2.3 Embudo de decantacién con tapéon esmerilado y de 100 ml de capacidad.
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40.2.4 capsula de porcelana de unos 10 cm de diametro.
40.3 Reactivos.

40.3.1 Reactivo de p-toluidina. Disolver 10 g de p-toloudina purisima en 50 ml de
isopropanol. Llevar a matraz aforado de 100 ml, afadir 10 ml de acido acético y completar
hasta el enrase con isopropanol. Este reactivo dura 4 dias.

40.3.2 Reactivo de acido barbiturico. Se introduce en matraz aforado de 100 ml, 0,5 g de
acido barbiturico desecado a 105 °C y unos 70 ml de agua. Se calienta ligeramente en bafo
de agua, se enfria y enrasa con agua.

40.4 Procedimiento.

Llevar 10 ml del vino a embudo de decantacién y afadir 12 ml de éter sulfurico. Agitar
durante 3 minutos, decantar el éter a capsula de porcelana que contenga 2 ml de agua
destilada, repetir cuatro veces la extraccion del residuo del embudo con otros 12 ml de éter
cada vez y decantar igualmente a la capsula. Dejar evaporar el éter en medio ambiente. Al
residuo de evaporacion afadir agua hasta 10 ml, agitar y tomar 2 ml para analisis.

Mezclar los 2 ml tomados con 5 ml de reactivo de p-toluidina y 1 ml de acido barbiturico,
llevandolos inmediatamente a la cubeta del espectrofotdmetro (de un cm de espesor del
liquido) y hacer rapidamente la lectura de la absorbancia a 546 nm. Emplear como liquido de
referencia el agua destilada en lugar de acido barbiturico, o sea, 3 ml de agua mas 5 ml de
reactivo de p-toluidina.

40.5 Calculo.

Determinar el contenido en hidroximetilfurfural expresado en mg/l por comparacion con la
correspondiente curva patrén teniendo en cuenta el factor de dilucion.

40.6 Observaciones.

En el caso de vinos turbios centrifugar previamente. Si hay presencia de CO, eliminarlo
agitando el vino en un matraz.

40.7 Referencias.

1. Sandoval, J. A.; Hidalgo, T. «Puesta a punto de un método para analisis cuantitativo
espectrofotométrico de hidroximetilfurfural en los vinos». Boletin INIA, 16: 4. 454-469, 1967.

2. Amerine, M. A. «Hydroximethyl-furfural in California Wines». Food Research. 13:
264-269, 1948.

41. DETERMINACION CUALITATIVA DE ACIDO SORBICO, BENZOICO p-
CLOROBENZOICO, SALICILICO, p-HIDROXIBENZOICO Y SU ESTER ETILICO

41.1 Principio.

Extraccion con éter de los antisépticos del vino previamente acidificados. Separacion por
cromatografia de capa fina. Identificacion a la luz ultravioleta y reveladores especificos.

41.2 Material y aparatos.

41.2.1 Extractor en continua de Palkin (figura 41.1) que comporta un tubo A de 55 cm de
longitud y 3,8 cm de diametro. La parte superior va unida a un refrigerante de bolas mediante
boca esmerilada 34-25. A 30 cm de la base y formando un angulo de 60° se encuentra un
tubo lateral acodado a los 13 cm, formando un angulo de 120°. Este tubo lateral termina en
una junta esmerilada 24/40 en bisel, lo que permite su unién a un matraz de 50 ml que se
calienta sobre una placa. En el tubo A se introducen bolitas de vidrio y el tubo interior (B)
de 48,5 cm de longitud y 1,2 cm de diametro, terminando en una placa de vidrio poroso.

41.2.2 Agitador mecanico (ver 41.6.1).

41.2.3 Erlenmeyer de 500 ml de boca esmerilada.

41.2.4 Bano de Maria.

41.2.5 Estufa eléctrica (200 °C).

41.2.6 Embudos de separacion de 500 ml.

41.2.7 Capsulas de porcelana de 70-80 cm de diametro.
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41.2.8 Equipo de cromatografia de capa fina.
41.2.9 Placas de vidrio de 20 x 20 cm.

41.3 Reactivos.

41.3.1 Eter sulfurico.

41.3.2 Metanol.

41.3.3 Alcohol de 96°.

41.3.4 Acido sulfarico diluido a 20 por 100 (v/v).

41.3.5 Sulfato de sodio anhidro.

41.3.6 Polvo de poliamida para cromatografia Macherey-Nagel o Merck.
41.3.7 Revelador F254 Merck o equivalente.

41.3.8 Solventes:

— Pentano n: 10 partes.
— Hexano n: 10 partes.
— Acido acético glacial: 3 partes.

41.3.9 Soluciones patrones. Preparar soluciones de 0,1 g por 100 ml en alcohol
de 96 °Con los acidos sorbico, p-clorobenzoico, salicilico, p-hidroxibenzoico y sus ésteres.
Preparar una solucién de 0,2 g por 100 ml en alcohol de 96 °Con el acido benzoico.

41.3.10 Preparacion de las placas. 10 g de poliamida con el 3 por 100 de indicador
fluorescente se homogeneizan durante 20 segundos en agitador mecanico con 35 ml de
metanol y 25 ml de cloroformo. Las placas impregnadas se secan durante 1 hora a 80 °C.

41.3.11 Solucion hidroalcohdlica conteniendo 0,15 g por 100 de dicromato potasico
(41.6.2).

41.3.12 Solucién saturada de acido tiobarbitirico en etanol (0,1 por 10C
aproximadamente) (41.6.2).

41.3.13 Solucién de 0,5 g de p-nitroanilina en 100 ml de CH2N (41.6.3).

41.3.14 Solucion de nitrito sodico al 5 por 100 (41.6.3).

41.3.15 Solucion de acetato sodico al 20 por 100 (41.6.3).

41.3.16 Solucion de carbonato sddico al 15 por 100 (41.6.3).

41.3.17 Reactivo de Pauly. Disolver 4,5 g de acido sulfamilico en 45 ml de CIH (2 N,
calentando, diluir la soluciéon e 500 ml en agua, 16 ml de la solucién diluida se enfrian con
hielo), se le anaden 10 ml de solucién acuosa de nitrito sodico 4,5 por 100 también fria. El
reactivo resultante se mantiene durante 15 minutos a 0 °C (a esta temperatura es estable
de 1 a 3 dias) y se le afnade un volumen igual de soluciéon acuosa de carbonato sédico 10
por 100 en el momento de pulverizar las placas (41.6.4).

41.4 Procedimiento.

Acidular 100 ml de vino o mosto con 10 ml de acido sulfurico al 20 por 100.

Extraer tres veces con 20 ml de éter sulfdrico cada vez, reuniendo las soluciones
etéreas; o bien, durante 6 horas en el extractor continuo de Palkin con 175 ml de éter a una
velocidad de reflujo de 500-600 ml/hora.

Los extractos etéreos se desecan con 6 g de sulfato sddico anhidro durante 12 horas.
Filtrar y el éter se evapora a sequedad en bano de Maria 40-45°. El residuo se disuelve en
un ml de etanol absoluto tomando cantidades de 5 a 10 ul para cromatografia. Mediante el
tratamiento de los extractos etéreos con 5 ml de NaOH 2,5 N y acidulado de nuevo con 5 ml
de SO4H, 20 por 100 se obtendra en los cromatogramas las manchas correspondientes a
los acidos liberados por efecto de la saponificacion.

Para obtener el desarrollo de los cromatogramas, depositar la muestra en forma de
manchas puntuales de 5-10 pl.

El desarrollo se lleva a cabo en camara saturada con el eluyente y a temperatura
ambiente. Dejar migrar el solvente hasta una altura de unos 15 cm (una hora y media a dos
horas/dia). Retirar la placa de la cubeta y dejar secar a la temperatura ordinaria.

41.5 Célculos.

Observacion a la luz ultravioleta (360 nm).
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Los conservadores aparecen de abajo arriba en el siguiente orden: acido p-
hidroxibenzoico, ésteres del acido p-hidroxibenzoico, acido salicilico, acido p-clorobenzoico,
acido benzoico y acido sorbico.

Para detectar el acido soérbico pulverizar primeramente el cromatograma con la
solucién 41.3.11 y seguidamente con la 41.3.12. Calentar la placa a 80 °C, 5-10 minutos. La
mancha de acido soérbico aparece de color rojo sobre fondo ocre.

Para detectar los acidos salicilicos y p-hidroxibenzoico y éster etilico del acido p-
hidroxibenzoico, pulverizar la placa con una mezcla compuesta de 2 ml de 41.3.13 mas 3-5
gotas de 41.3.14 mas 8 ml de 41.3.15, anadiéndolos en este orden. Una vez seca la placa
aparecen las manchas correspondientes a los tres componentes citados de color amarillo. La
materia colorante propia de los vinos toma colores que van del amarillo al naranja. Pulverizar
de nuevo con la solucién 41.3.16. Las manchas del acido p-hidroxibenzoico toman color rojo;
las del éster etilico del acido p-hi-droxibenzoico, color rosa, y las del acido salicilico amarillo
limén. Los distintos componentes de la materia colorante toman colores que van desde
distintos tonos de ocre al pardo y también verde y azulado.

Para detectar los acidos p-hidroxibenzoico y salicilico y el éster etilico del acido p-
hidroxibenzoico se utiliza empleando el reactivo 41.3.17.

41.6 Observaciones.

41.6.1 Para el analisis cualitativo.

41.6.2 Para detectar el acido sorbico.

41.6.3 Para detectar los acidos salicilico y p-hidroxibenzoico y éster etilico del acido p-
hidroxibenzoico.

41.6.4 Para detectar los acidos p-hidroxibenzoico y salicilico y el éster etilico del acido p-
hidroxibenzoico.
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Vinagres

1. EXTRACTO TOTAL
1.1 Principio.

El extracto seco total se define como el conjunto de todas las sustancias que, en
condiciones fisicas determinadas, no se volatilizan. Estas condiciones fisicas deben fijarse
de tal manera que las sustancias componentes del extracto sufran el minimo de alteracion.

El método esta basado en una evaporacion del vinagre en bafo de agua con secado
posterior en estufa regulable a 100-105 grados centigrados.

1.2 Material y aparatos.

1 2.1 Balanza con aproximacion de 0,001 g.

1 2.2 Estufa con ventilacion de aire regulable de 100 a 105 °C.

1.2.3 Desecador de vidrio con acido sulfurico concentrado o gel de silice (silice amorfa
impregnada con sustancia reveladora) como sustancia desecadora.

1.2.4 Bafio de agua.

1.2.5 Capsulas de fondo plano de 5 cm de diametro construidas en platino, niquel o
cuarzo.

1.2.6 Pipetas aforadas de 10 ml con doble enrase.

1.3 Procedimiento.

Agitar la muestra vy filtrar a través de un papel de filtro plegado (tipo jarabe). Medir 10 ml
del vinagre filtrado en una capsula previamente tarada. Evaporar en bafio de agua hirviente
durante 30 minutos y mantener en la estufa durante dos horas y media a 105° C. Dejar secar
la capsula en el interior del desecador y, una vez fria, pesar en la balanza de precision.

1.4 Calculo.

El valor del extracto total del vinagre, en porcentaje, se hallara mediante la férmula
siguiente:

Extracto total: (M-m) 10

en la que:

M = masa, en gramos, de la capsula con el extracto seco.
m = masa, en gramos, de la capsula vacia.

1.5 Referencias.

1. Instituto de Racionalizacién del Trabajo. Una norma espafiola 33.101,
2. A. O. A. C. Official Methods of Analysis. 11.2 ed., pagina 519, 30.081.

2. ACIDEZ TOTAL

(Grado acético)
2.1 Principio.

La acidez total se define como la totalidad de los acidos volatiles y fijos que contienen el
vinagre expresada en gramos de acido acético por 100 ml de vinagre.

La determinacion se efectia mediante una volumetria de neutralizacién en presencia de
solucién alcohdlica de fenolftaleina como indicador.

2.2 Material aparatos.

2.2.1 Bureta de 50 ml graduada en décimas de mililitro.
2.2.2 Pipeta aforada de 10 ml con doble enrase.
2.2.3 Matraces erlenmeyer de 250 ml de capacidad.

2.3 Reactivos.
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2.3.1 Disolucién de hidréxido sodico 0,5 N.
2.3.2 Solucién indicadora de fenolftaleina. Se disuelven 10 g de fenolftaleina en alcohol
etilico (93 a 96 por 100 en volumen) y se completa a un litro con el mismo solvente.

2.4 Procedimiento.

Medir 10 ml de vinagre, previamente filtrado, en un erlenmeyer de 250 ml. Diluir con 100
6 150 ml de agua destilada recién hervida y fria hasta conseguir una solucién débilmente
coloreada. Afadir seis gotas de la solucion indicadora de fenolftaleina y agregar solucién de
hidréxido sédico 0,5 N contenida en la bureta gota a gota y agitando hasta viraje del
indicador.

2.5 Calculos.

El valor de la acidez total o grado acético del vinagre en porcentaje se hallara mediante
la formula siguiente:

Acidez total o grado acético = a.10.0,0300
en la que:
a = volumen, en ml, de solucién NaOH 0,5 N.
2.6 Referencias.

1. Instituto de Racionalizacién del Trabajo. Una norma espafiola 33.101.
2. A. O. A. C. Official Methods of Analysis. 11.2 ed., pagina 520, 30.068.

3. ACIDEZ FIJA
3.1 Principio.

La acidez fija se define como la totalidad de los acidos fijos que contiene el vinagre,
expresada en gramos, de acido acético por 100 ml de vinagre.

3.2 Material y aparatos.

3.2.1 Bano de agua.

3.2.2 Bureta de 10 ml de capacidad graduada en décimas de mililitro.
3.2.3 Pipeta aforada de 10 ml con doble enrase.

3.2.4 Capsulas de 200 ml de capacidad.

3.3 Reactivos.

3.3.1 Disolucién de hidroxido sodico 0,1 N.
3.3.2 Disolucion indicadora de fenolftaleina al 1 por 100 en alcohol.

3.4 Procedimiento.

Medir 10 ml de vinagre previamente filirado y llevarlo a una capsula de porcelana.
Evaporar a sequedad en bafio de agua. Aiadir de 5 a 10 ml de agua destilada recientemente
hervida y volver a evaporar a sequedad, repitiendo esta operacion cinco veces mas. Ahadir,
aproximadamente, 180 ml de agua destilada recientemente hervida y fria, afadir seis gotas
de la solucion indicadora de fenolftaleina y agregar solucién de hidroxido sédico 0,1 N
contenida en la bureta, gota a gota y agitando, hasta viraje del indicador.

3.5 Célculos.
El valor de la acidez fija del vinagre, expresado en gramos de acido acético por 100 ml,
se hallard mediante la férmula siguiente:
Acidez fija = a.10.0,00600
en la que:

a = volumen, en ml, de NaOH 0,1 N.
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3.8 Referencias.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espariola 33.101.
2. A. O. A. C. Official Methods of Analysis. 11.2 ed., pagina 520, 30.089.

4. ACIDEZ VOLATIL
4.1 Principio.

Se define convencionalmente como valor de la acidez volatil de un vinagre la diferencia
entre los valores de su acidez total y fija, expresadas ambas en gramos de acido acético
por 100 ml de vinagre.

4.2 Calculo.

El valor de la acidez volatil del vinagre, expresado en gramos de acido acético por 100
ml, se hallara mediante la férmula siguiente:

At — Af = acidez volatil
en la que:

At = acidez total o grado acético, expresado en gramos de acido acético por 100 ml.
Af = acidez fija de la misma muestra de vinagre, expresada en gramos de acido acético
por 100 ml.

4.3 Referencias.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espafiola 33.101.
2. A. O. A. C. Official Methods of Analysis. 11.2 ed., pagina 520, 30.070.

5. SULFATOS
5.1 Principio.
Precipitacion del sulfato de bario en medio acido.
5.2 Material y aparatos.

5.2.1 Vasos de precipitado de 250 ml.
5.2.2 Bafo de agua.

5.2.3 Estufa.

5.2.4 Desecador.

5.3 Reactivos.

5.3.1 Acido clorhidrico N.
5.3.2 Cloruro barico (1 g/100 ml de Cl,Ba 2H,0).

5.4 Procedimiento.

A 100 ml de muestra en vaso de precipitado de 250 ml afadir 2 ml de CIH normal,
calentar a ebullicion e ir afiadiendo gota a gota 10 ml de cloruro barico (1 g/100 ml de
Cl,Ba 2H,0) sin que deje de hervir la solucién. Continuar hirviendo cinco minutos
manteniendo el volumen constante, afiadiendo agua caliente siempre que sea necesario.
Dejar en reposo hasta que el sobrenadante esté claro (una noche es suficiente, aunque no
conviene sobrepasar ese tiempo). Filtrar por papel sin cenizas de poro fino, lavar con agua
destilada caliente hasta que no dé reaccioén con nitrato de plata las aguas del lavado, secar,
calcinar, enfriar en desecador y pesar.

5.5 Célculo.

La proporcion de sulfatos = 7,465 P g/l de SO4K,

siendo:
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P = peso, en g, del producto de la calcinacion.
5.6 Referencias

1. A. O. A. C. Official Methods of Analysis. 11.2 ed. (1970).
2. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espafiola 33-104-73.

6. ACETILMETILCARBINOL

(Acetoina) (Provisional)
6.1 Principio.

Oxidacién de acetilmetilcarbinol a diacetilo por el ion férrico. Formacién de
dimetilglioxima con hidroxilamina. Precipitacion con sal de niquel.

6.2 Material y aparatos.

6.2.1 Aparato de destilacion, segun figura 6.1.

6.2.2 Bafo de agua.

6.2.3 Placa filtrante (diametro medio de los poros: de 20 a 40).
6.2.4 Estufa.

6.3 Reactivos.

6.3.1 Cloruro férrico al 30 por 100.

6.3.2 Trozo de plato poroso.

6.3.3 Solucién de clorhidrato de hidroxilamina al 20 por 100.
6.3.4 Solucién de acetato sédico al 20 por 100.

6.3.5 Solucién de cloruro de niquel al 10 por 100.

6.3.6 Amoniaco de densidad (d = 0,910).

6.4 Procedimiento.

En un matraz de 250 ml se ponen 50 ml de vinagre, 50 solucion de cloruro férrico al 30
por 100 y unos trocitos de plato poroso. La mezcla se destila en un aparato (segun
figura 6.1), recogiendo durante 50 6 60 minutos de 60 a 70 ml de destilado en un matraz
donde previamente se han puesto 2 ml de la solucién de clorhidrato de hidroxilamina al 20
por 100, 3 cm? de la solucién de acetato sédico al 20 por 100, 1 ml de la solucién de cloruro
de niquel al 10 por 100 y amoniaco concentrado en exceso, segun el grado acético del
vinagre (aproximadamente 3 ml).

Calentar el destilado, que quedara ligeramente amoniacal, treinta minutos en bafo de
agua hirviendo, y después de doce horas recoger el precipitado rojo de dimetilglioxima
niguelosa sobre una placa filtrante tarada previamente, lavar con agua caliente, secar a 100°
en estufa durante una hora y pesar, repitiendo la operacién hasta obtener peso constante.

6.5 Calculo.

Acetilmetilcarbinol - 12,2 P g/l
siendo:
P = peso, en mg, del precipitado.
6.6 Referencia.

1. Bull Technique de la Vinaeigreire, num. 6, pag. 164, 1950.

Pagina 184



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

S —

.‘
-4
2
3

an

f0us

<
H

—— e T

oo
b

—~— A\
L“"“‘"\‘ / e /
e t Wan 10,21

Hj.«i‘l-.a.[u .

Figura 6.1. Aparato para destilar acetilmetilcarbinol

1T
-

7. CENIZAS
7.1 Principio.

Se denominan cenizas de un vinagre el conjunto de los productos de incineracion del
residuo de evaporacién de un volumen conocido del vinagre, realizada de manera que se
puedan obtener todos los cationes en forma de carbonatos y otras sales minerales.

7.2 Materia y aparatos.

7.2.1 Horno eléctrico regulable.

7.2.2 Baiho de agua y bafio de arena.

7.2.3 Lampara de infrarrojo.

7.2.4 Capsula de platino o de cuarzo de 70 mm de diametro y 25 mm de altura de fondo
plano.

7.3 Procedimiento.

Colocar 20 ml de vinagre en una capsula tarada en balanza que aprecie 1/10 de mg.
Evaporar con precaucién en bafo de agua hasta consistencia siruposa, continuar el
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calentamiento sobre bafioc de arena con moderaciéon y durante una media hora. Es
conveniente ayudar a la evaporacidon con la aplicacion de rayos infrarrojos hasta
carbonizacion. Cuando ya no se desprendan vapores llevar la capsula al horno eléctrico a
525° + 25° C y con aireacion continua.

Después de cinco minutos de carbonizacién completa, sacar la capsula del horno, dejar
enfriar y afiadir 5 ml de agua, que se evaporan en bafo de agua, y llevar de nuevo al horno a
525 grados centigrados.

Si la combustiéon de las partes carbonosas no se consigue en 15 minutos, volver a
comenzar la operacion de adicion de agua, evaporacién y recalcinacion.

Después de enfriar en el desecador, pesar la capsula con las cenizas.

7.4 Calculos.

Calcular el contenido en cenizas expresado en g/l.

Cenizas =50 P g/l
P= peso, en g, de las cenizas contenidas en 20 ml de vinagre.
Dar los resultados con una aproximacion de 0,03 g/l.
7.5 Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins. O. I. V., AGI, 1969.
2. Métodos Oficiales de Analisis de Vinos, Ministerio de Agricultura, 1971, pag. 66.

8. INDICE DE OXIDACION
8.1 Principio.

Oxidacion con permanganato potasico de las sustancias volatiles facilmente oxidables de
los vinagres.

8.2 Material y aparatos.

8.2.1 Matraz de destilacion de 250 ml de capacidad provisto de dispositivo de entrada de
vapor de agua para destilacion por arrastre de vapor.

8.2.2 Matraz erlenmeyer de 50 ml de capacidad provisto de boca esmerilada y tapén.

8.2.3 Matraz aforado de 50 ml de capacidad.

8.2.4 Refrigerante de serpentin de 25 cm de capacidad util.

8.2.5 Calderin generador de vapor.

8.2.6 Pipeta aforada con doble enrase de 10, 20, 25, y 50 ml de capacidad.

8.2.7 Bureta de 50 ml de capacidad graduada en decimas de mililitro.

8.3 Reactivos.

8.3.1 Disolucion de permanganato potasico aproximadamente 1 N.

8.3.2 Disolucién valorada de tiosulfato sddico 0,5 N.

8.3.3 Disolucion de yoduro potasico al 50 por 100. Ver 8.6.2.

8.3.4 Disolucion indicadora de almidén. Se hace una papilla con 5 g de almidén soluble y
20 ml de agua y se vierte en 1 ml de agua hirviente. Se continda la ebullicion durante cinco
minutos y se deja enfriar antes de su empleo. Conviene guardarla en frascos esterilizados.

8.3.5 Disolucion de acido sulfurico al 50 por 100 en volumen.

8.4 Procedimiento.

Ajustar el vinagre a 4 g por 100 de acidez total, expresada en acido acético. Tomar 50 ml
de vinagre, con la acidez debidamente ajustada e introducir en el matraz de destilacion.
Pasar a su través una corriente de vapor de agua procedente del calderin descrito, a una
velocidad regulada, de manera que cuando se hayan recogido 50 ml de destilado se
conserven en el matraz de destilacion aproximadamente 45 ml. Comprobar que la
temperatura del destilado no sobrepase 25° C. Pasar los 50 ml del destilado al matraz
erlenmeyer de 500 ml. Anadir 10 ml de la solucion de acido sulfurico y 25 ml de la disolucién
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de permanganato potasico. Mantener el matraz durante una hora en el bafio de agua a
25° C.

Transcurrido ese tiempo, afnadir 20 ml de la disolucién de yoduro potasico. Tapar el
matraz y mezclar bien su contenido. Inmediatamente valorar el yodo liberado con la
disolucion de tiosulfato sddico. Simultdneamente, a la muestra de vinagre llevar, en las
mismas condiciones, un blanco en que el destilado se sustituya por 50 ml de agua destilada.

8.5 Calculos.

El valor del indice de oxidacion se hallara mediante la férmula siguiente:

IZ%X grado acético del vinagre original

donde:

| = indice de oxidacion.

a = volumen, en ml, de tiosulfato sédico consumido en la valoracion de la muestra en
blanco.

b = volumen, en ml, de tiosulfato sédico consumido en la valoracién de la muestra de
vinagre diluido.

8.6 Observaciones.

8.6.1 Si el indice de oxidacidon resulta mayor que 15, ha de repetirse la determinacion,
usando 25 ml de vinagre ajustando a 4 grados acéticos, afiadiendo 25 ml de agua. Repetir
esta reduccion a la mitad hasta que el indice de oxidacién sea menor que 15. Calcular el
indice de oxidacion, teniendo en cuenta las diluciones efectuadas.

8.6.2 Esta disolucién no se debe usar si presenta color amarillento.

8.7 Referencias.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una norma espariola 33-102-73.
2. Métodos Oficiales de Analisis de la Association of Official Agricultural Chemists de
Estados Unidos (ed. 1970).

Este texto consolidado no tiene valor juridico.
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