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1. Disposiciones generales

9. Si\.CAHOSA

(Detf't"nl.inación polarimétrica en la leche condensada)

16116 Metodos Oficiales de Análisis de Aceites y Grasas,
Cereales y Derivados, Productos Lácteos y Produc

(ConlilJh7ción_) t08 Derivados de la Uva, establecidos por Orden de
31 de enero de 1977. (Continuación.)

9,1. Principio.

Se entiende por contenido en sacarosa de la leche condensada
el contenido en sacarosa no t-ran:;formada, oxpresado en porcen
taje en peso, determinado por el procodimiento expuesto a. con
tinuación, que correspo,'lde al descrito en la norma FIL-35: 1966
de la Federación lnter"aciona] de Lechería.
~ Este rrEl0todo es aplicable a 18 leche condensada, entera o des~

nntada. de composición normal, preparada a partir de leche y
sacarosa únicamente que no contel1ga sacarosa transfonnada~

9.3. Rew:tivos.

9.3,1, Solución de acetato de cinc, 2,0 N: Disolver 21,9 g de
acetato de cinc cristalizado {C2H 30 t )2 Zn . 2Hp Y 3 mI de ácido
acético glacial en agua destilada y completar hasta 100 mI.

9.3.2. Solución de ferrocianuro potásico, 1,0 N: Dísolver 10,6
gramos de ferrocül.l1uro potásico cristalizado IFe{CN)61 ~ 3H20
en agua destilada y completar hasta 100 mI.

9.3.3. Solución de ácido clorhídrico, 6,35 ± 0,20 N (20-22 por
ciento).

9.3.4. Solución diluida de amoniaco, 2,0 ± 0,2 N (3,5 por 100).
9.3.5. Solución diluida de ácido acético, 2,0 ± 0,2 N U2 por

ciento).

9.4. Procedil11Íento.

El método se basa en el princip-¡o de inversión de Clorget:'
Un tratamümto suave con un ácido hidroliza completamente la
sacarosa. La lactosa y los otros azúcares prácticamente no se
hidrolizan. La cantidad de sacarosa se deduce del cambio del
poder rotatorio de la solución.

Se prepara un filtrado límpido de la muestra, sin mutarrota~

ción debida la lactosa, por tratamiento de la solución con amo.,
uíaco seguido de neutralización y clarificación por adiciones su.,
cesivas de soluciones de acetato _de cinc y de ferrocianuro PO,,:
tásico.

En una parte del filtrado de sacarosa se hidroliza en las con«
diciones especiales que corresponde~ a este tipo de operación.

Partiendo de los poderes rotatorios del filtrado, antes y des~

pués de la inversión, se calcula la cantidad de sacarosa.

9.2. Material y aparatos.

9.2.1. Balanza analítica de sensibilidad: 10 mI como mínimo.
9.2.2. Vasos de precipitados de 100 mI en vidrio.
9.2.3. Matraces graduados, de 200 y 50 mI.
9.2.4. Pipetas de 40 mI.
9.2.5. Probetas graduadas de 25 ml.
9.2.6. Pipetas graduadas de 10 roL
9.2.7. Embudos filtrantes de diámetro entre 8 y 10 cm y fil~

tras (plegados) de 15 cm de diámetro.
9.2.8. Tubo de polarimetro de 2 cm de longitud, exaetamen-:

te calibrado.
9.2.9. Polarímetro o sacarímetro.

9.2.9.1. PoJarimeLro con luz de sodio o con luz verdB de mer-:
curio (lámpara de vapor de metcurio con prisma o pantalla
Wratten número 71 AJ, permitiendo lecturas con una precisión
por lo menos igual a 0,05 grados de ángulo.

9.2.9.2. Sacarimetro con escala internacional de azúcar utili
zando luz blanca que pasa a través de un filtro de 15 mI de una
solución al 6 por 100 de d1cromato potásico, o bien luz de sodio,
y permitiendo la lectura con una. precisión por lo menos igual
a 0,1 grados de la escala sacarimétrica internacional.

9.2.10. Baño de agua ,a 600 ± 1° C.

9.4.1. Preparación de la mu(-;stra.

Para muestras de productos recientH1l8l1tc preparados en los
que no se pueda prever separacíón 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 íntimamente
las capas superiores así como el contenido del fondo del reci
piente. Trasvasar el contenido de un bote a un frasco provisto de
tapón bien adaptado.

Para nlucstras de productos más antiguos y muestras en las
que se pueda prever una separoción de componentes, calentar en
baño de agua, aproxímadamente a 40" C. hasta que la muestra
casi haya alcanzado esta temperatura. abrir el recipiente y ope
rar de la misma manera que arriba. En el caso de un bote, tras~

vasar el contenido a un frasco, raspar el producto que se haya
adherido a las paredes y continuar la mezcla hasta que toda la
masa sea homogénea. Corrar el frasco con una tapadera ,que se
adapte perfectamente. Dejar enfriar~
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8{b1.2. Material y aparatos.

8(bJ.2,l. Cápsulas de porcelana blanca de aproximadamente
100 mI de capacidad.

8LbJ.3. Reactivos.

8{b).3.1. Solución 0,111 N (N/9J Ó 0,1 N <N/ID) de hidróxido
sódico (NaOH) exento de carbonato.

8(bJ.3.2. Solución indicadora de fenolftaleína: Se disuelve un
gramo de fenolft-aleina en 110 mI de alcahol etílico (95 a 96 por
ciento en volumen), se añade solución N/9 ó N/lO da hidróxido
sódico, hasta que una gota dé una débil coloración rosa. y se
comp13ta hasta 200 mI con agua destilada.

8(bJ.3.3. Solución concentrada de acetato de rosanilina; Se
disuelven 0,12 g de acetato de rosanilina en 50 mI de alcohol
etilico (95 a 96 por 100 en volumen) que contenga 0,5 mI de ácido
glacial y se completa hasta 100 mI con alcohol etilico.

B(bl.3.4. Solución diluida de acetato de rosanilina; Se diluye
un mililitro de solución concentrada de acetato de rosanilina
hasta 500 mI con una mezcla, a partes iguales en volumen, de
agua destilada y alcohol etílico (95 a 96 por 100 en volumenL

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 cápsulas de porcelana blanca de una capacidad
aproximada de 100 mI, pesándose en cada una de ellas 1 g de
leche en polvo. A una y otra cápsulas se añaden 10 mI 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 cápsulas se le
afiade 1 mI de solución diluida de acetato de rosanilina y se
mezcla. A la otra cápsula se le agrega 1 mI de solución de fenolf~

talqína y, gota a gota y agitando enérgicamente todo el tiempo.
solución valorada de hidróxido sódico hasta obtener una colora·
ción igual a la primera. El tiempo empleado en la valoración no
ha de eXceder de 20 segundos y ésta se ha de efectuar con una
luz difUsa.

8{b).5. Calculo.

El n(¡,.mero de mililitros consumidos de solución 0,111 N {N/9)
representa la acidez, expresada en gnllnos, de ácido láctico por
100 g de leche en polvo.

Si se opera con solución 0,1 N {N/10l, el número de mililitros
multiplicado por 0,9 da el mismo porcentaje de acidez.

3(bJ.6. Rderencia,

1. Instituto Nacional de Haciorw!izftci0n del Trnbajo. Una nor
ma (~spanola. 3·1.101.
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s = cantidad de sacarosa.
W = peso de la muestra expresado en gramos.
P = porcentaje de proteínas (N X 6,38) de la mUf'stra.
F = porcentaje de materia glasa de la muestra.
V = volumen en mililitros de la muestra dilu'ida antes de filtrar.
D = lectura polarimétrica directa (polarización antes de la in-

versión) .
1 = lectura polarimétrica después de la inversión.
L = longitud en decímetros del tubo del polarímetro.

Q = factor de inversión cuyos valores se indican más adelante.

Pesando exactamente 40 g de leche condensada y utilizando
un polarímetro con luz de sodio provisto de escala en grados
de ángulo y un tubo de 2 cm de longitud, el contenido en saca
rosa de las leches concknsad¿H normales (e = 9) a 2(f' ± 0,1" e se
puede calcular con ayuda de la siguiente fórmula:.

9.4_2. Comprobación del método.-Procooer cümo en 9.4,3, uti~

lizando una mezcla de 100 g de leche o 110 g de leche desnatadu
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 fórmula n.
para W, F y P, la cantidad de leche pesada y la riq\.leza en ma
teria grasa y proteínas de esta leche, y en la fórmula ID, para
W, la cifra de 40. La media de los valores encuntrados no debe
diferir de dicho valor (45 por 190J en más del 0,1 por 100.

9.4.3. Determinación ,-En un vaso de 100 mI pesar aproxima
damente 40 g de la muestra bien mezclada con una aproxima
ción de 10 mg, añadir 50 mI de agua destilada caliente (80"-90" Cl
y mezclnr cuidadosamente. Trasvasar cuantitativamente la. mez
cla a un matraz aforado de 200 mI, enjuagar el vaso con canti
dades sucesivas de agua destilada a 60" e hasta que el volumen
total sea de 120 a 150 mI. Mezclar y enfriar a temperatura am·
biente. Añadir 5 mi de la solución de amoníaco diluida. Mezclar
de nuevo y dejar reposar durante 15 minutos. Neutralizar el
amoniaco añadiendo una cantidad equivalente de la solución
diluida de ácido acético. Determinar previamente la cantidad
exacta de mililitros por valoración de la solución de amoníaco
diluida empleando el azul de bromotimol como indicador. Mez
clar. Añadir, mezclando suavemente por rotación del matraz in·
clinado, 12,5 mI de solución de acetato de cinc. De la misma
forma que para la solución de acetato. añadir 12,5 mi de solu
ción de ferrocianuro potásico. Poner el contenido del matraz
a 20" C y añadir agua destilada (a 20" el hasta alcanzar el en
rase de 200 mI.

Hasta este momento todas las adiciones de agua o reactivos
deberán haberse efectuado de tal manera que se haya evitado la
formación de burbujas de aire y por esa misma razón todas las'
mezclas se habrán realizado por rotación de matraz y no por
agitación violenta. Si se observa la presencia de burbujas de
aire antes de alcanzar los 200 mI se pueden eliminar aplicando
al matraz una bomba de vacío e imprimiéndole un movimiento
de rotación. Tapar el matraz con un tapón seco y mezclar ínti
mamente sacudiendo con energía. Dejar reposar durante algunos
minutos, filtrar a continuación por un papel filtt·o seco, Despre
ciar los primeros 25 mI del filtrado,

9.4.3.1. Polarización directa.-Detürminar lti rotación óptica
del filtrado a 20" ± 2" C.

9.4.3.2.. Inversión.-Introducir con la pipeta en un matraz
graduado de 50 mI, 40 mI del filtrado obtenido dp la manera in·
dicada antes. Añadir 6 mI de ácido clorhídrico 6,35 N. Poner' el
matraz en baño de agua a 60" C durante 15 minutos, sumergién
dolo hasta el nacimiento del cuello. Mezclar por rotación duran
te los 5 primeros minutos. al final de los cuales el contenido
deberá haber alcanzado la temperatura del baño. Enfriar a. 20" e
y completar hasta 50 mI con agua dest.ilada a 20" C, mezclar y
dejar reposarl hora a esta temperatura.

9.4.3.3. Polarización después de inversión.-Determinar el po
der rotatorio de la solución invertida a 20" ± 2" C (cuando la
temperatura del liquido en el tubo de polarización difiera en
más de 0.2" e de 20" e durante la medida, se debe aplicar la
corrección de la temperatura indicada en el apartHrlo 9.5.2),

9.5. Calculo.

Riqueza en sacarosa.

W
1J v = --~ (1,08 E + 1,55 Pl

100

1O.2,L Balanza analítica, de sensibilidad 0,1 mg como mí
nimo.

10.2.2. Cápsulas apropiadas, preferentemente en aluminio.
niquel, acero inoxidable o vidrio. Las cápsulas deberán estar
provistas de tapas que se adapten convenientemente. pero qUe
se puedan quitar con facilidad. Las dimensiones más conve
nientes son: diámetro aproximado, 50 mm; profundidad apro
ximada, 25 mm.

10,2.3. Un dcsecador provisto de gel de sílice con indicador
de humedad.

10.2.4. Una estufa de de,<¡E'cación bien ventilada, provista
de tBrmostato y regulada a 102" ± 2" C, Es importante que la
tomperatura sea uniforme en toda la estufa.

10.2,5. Frascos provistos de tapones herméticos para el mez~

elado de la leche en polvo:.,

1. Norma Internacional FIL-TDF 35, 1966.

9.6. Referencia..

En las fórmulas precedentes:

C == porcentaje de azúcares totales en la solución invertida,
s8gún la lectura polarimétrica.

T = tcmperafura de la solución inverlida en la lectura del
polarímetro.

El porcentaje de azúcares totales e en la solución invertida
se pu(~de calcular a partir de la lectura directa y de la varia
ción d¿'spuÉ's de la inversión según el método habitual, utili·
zando los va lon)s usuales de rotación específica de sacarosa,
de lactosa y de saCélrosa invertida, La corrección 0,0006 (C-9J,
etcétera, no es exacta. más que cuando e es aproximadamente 9;
para leche concentrada normal esta corrección se puede des
preciar. por .ser C próximo a 9.

Variaciones en la temperatura de 20" C influyen escasamente
p,n la lectura de la polarización directa. Por el contrario, dife
rencias de más de 0,2"' e, en la lectura de polarización des
pués de la inversión necesitan una corrección. La corrección
- 0,003 (T-20). etc., no es exacta más qUe para temperaturas
comprendidas entre 18" e y 22* C.

La diferencia entre los ff'lsultados de dos determinaciones
efectuadas simultáneamente o una inmediatamente después de
otra por el mismo anallsta no debe ser mayor de 0,3 g de saca
rosa para 100 g de leche condensada.

10. HUMEDAD

(Leche en polvo)

Si la medida de la polarización después de la inversión se
efectúa a una temperatura diferente de 20" e, las cifras obteni
das se deben multiplicar por

[l. + 0,0037 (T-20H

9.5.2. Calores del factor de inversión Q,-Las fórmulas si
guk,ntl"::-: dan valores precisos de Q para diversas clases de luz
con correcciones, si es necesario. para la concentración y la
temperatura.

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

Q = 0,88"25 + 0,0006 tC-gl --0,0033 n-20l

10.1. Prin.cipio.

Se entiende por humedad de la leche en polvo el contenido
en agua libre, es decir, la pérdida de peso, expresado en por·
con taje en peso, determinado por el procedimiento expuesto a
continuación, que corresponde al descrito en la norma FIL-26:
1964 de la Federación Internacional de Lecheria.

Este método es aplicable a las leches en polvo. entern y des
natada.

El agua, contenida en la leche en polvo, se elimina por ca
lentamiento de la muestra en una estufa de desecación, a una
temperatura de 102" ± 2" e, hasta peso constante.

10.2. Ma.terial y aparatos.

Q = 1,0392 + 0,0007 {C-gJ - 0,0039 fT-20l

Q = 2,5·19 + 0,0017 (C-9) - 0,0095 (T-2OJ

s = (D-5/4 J) [2,833 - 0,00612 . F - 0,00878 P)

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

Luz verde de mercurio y polarímetro con escala en grados de
ángulo:

vv~v

---- X --.------ X 100
V LX W

5
D--I

4
I1J S = .----- x

Q

8.5.1.
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Humodad (cantidad de agua) ';:;

De 10,0 a 20,0 mI en divisiones de 1,0 mI.
y a 50 mI t.l!16 marca que quede, por lo m'enos, a 13 mm del
borde del tubo.

10,0 gramos
10,5 gramos
11,0 gramos
11,5 gramos
12;0 gramos
12,5 gramos
13,0 gramos

Mezclador olectrico.
Tubo sifOn de vidrio.

Procedimiento.lL3.

11;2.3.
11.2.4.

Hasta el 4 %
Desde el 4,1 al 9 %
Desde el 9,1 al 13 %
Desde el 13,1 al 17 %
Desde el 17.1 al 21 %
Desde el 21,1 al 21 %
Más del 24 %

1104. Referencia.

1. InstHuto Nacional de Racionaliz,ación dl'l Trabajo. Una nor
ma espaüola. :>1.101.

Se añaden 10 Ó 13 g de la mucstm, s('gun se trate de leL!::8
desnatada o completa, respectivamunto, a 100 mI de agua des
til'.lda, a la temperatura de 24° e, en el vaso especial del mez
'clador que seguidarr.ente se pone en éste para agitar durante
90 segundos exactos. Si hay necesidad inmediata de volver a
emplear el vuso del mezclador, puedo verterse la solución tata!
en un vaso de precioitación apropiado. Se deja reposar la 50;;
lución hasta que la espuma se separe lo suficiente, para poder
quitada completamente cón una cuchara. El período de reposo
después de la mezcla no ha de exceder de 15 minutos.

Después dio s(jparada la espuma se mezcla completamente con
una cuchara durante 5 segundos y, seguid!lmente. se llena un
tubo cónico husta la marca de 50 mL Se centrjfuga durante
5 miJHltos a las revoluciones por minuto requeridas, según la
tabla del apartado 11.2.1, A,-continuación se sifona el líquido
que sobn=,nada, hasta 2 mI del nivel del sedimento, teniendo
cuidado de no remover éste, Se vierten en el tubo 25 mI de
agua destilada a 24" e y se agita para dispersar el sedimento,
des8.1ojándole si ftH~ra necesario con un alambre. Se llena con
agua destilada, 24" e, hasta la marca de 50 mI, se invierte y se
agita para la perfecta mezcla del contenido, y se centrifuga
de nuevo durante 5 minutos a la velocidad requerida. Se man
tiene el tubo C'H posición vertical, de modo que el nivel superior
del sedimento quede a nivel del ojo; se refieren los mililitros
de sedimento a la división de la escala mas próxima. La lectura
se efectúa fácilmente, cuando se observa el tubo, colocado de~

lantfl do una luz fuerte.
Cuando se opere con leches en polvo parcialmente desnata

das, las ca.ntidades que se han de añadir a los 100 mi de agua
destilada son, según sus porcentajes grasos, las siguientes:

M, ~M,
------ x lOO

M 3

Mi = la masa inidal, en gramos, de la cápsula y su tapa mas
la IHche en polvo utilizada para el análisis,

M~ = la masa final, en gramos, de la cápsula y su tapa más
la leche en polvo.

M; = la masa, en gramos, de la leche en polvo utiliül.da para el
análisis.

1. Norma Internacional FIL-IDF 26: 1964.

11 lNDICE DE SOLUBlLlDAD

(Leche en polvo)

10.3. Procedimiento.

10.:",1. Plocparación de la mUf:strn.-Transvasar toda la mues~

ira de la leche en polvo a un frasco seco y tapado, de un vo
Jum(m igual al doble, aproximadamente, del de la muestra,
m,ezdar íntimamente por rot<:tdón y agitación (en el caso de que
no se pueda obtener una homogelleJzación completa por esto
¡Jj'on'uinJiénto, extraer, con objeto de realizar determinaciones
p;_\lalela'>. dos muestras en dos puntos, lo más distantes posi
ble el uno del otro).

10.3.2. DeterminaclÓn.---Colocar la cápsula destapada y la
correspondiente tapa cn.la estufa de desecación durante 1 hora,
a la iempenltura de 1020 ± 2" C. COlOCal" la tapa sobre la cap
sula y pasarla de la estufa al desecador. A coniintw-::-ión enfriar
a la temperatura ambiente y pesar. Introducir aproximadament~

1 g de leche en polvo en la cápsula, tapar la capsula y pesar
rápidamente con la mayor exactitud posible. Destapar la cáp
sula y colocarla con su tapa en la estufa a una temporatura de
102" ± 2~ e durante 2 horas. Volver a colocar la tapa, poner la
cápsula en el desecador, dejar enfriar a temperatura ambiente
y pesar rápidamente con la mayor exactitud 'posible..

Calentar la cápsula abierta y su tapa a 102" ± 2" e en la
estufa durante 1 hora suplementaria, volver a tapar y dejar
enfriar en el desecador a temperatura ambiente; pesar df~ nue
vo. Hepetir la operación hasta que las pesadas sucesivas no
difieran en má.s de 0,0005 g. La desecación se acaba aproxima
damente ('n 2 horas.

Calcular lf humedad m_ediantr' la fórmula siguiente:

lOA. Cálculo.

La diferencia entre dos determinaciones repdid"b no debe
sobrepasar el 0,06 por 100 de agua.

10.5. Referencia.

lL2. !l!aterial y aparatos.

11.2.1. Centrífuga con soportes para la colocación de los
tubos centrifugos cónicos. La velocidad requerida varia, corno
a continuación se indica., con el diámetro.

11. 1. Principio.

Se entiende por indico de solubilidad de la leche en polvo
la. cantidad de sedimento, expn!sada en volumen, determinada
por el procedimiento expuesto a continuación, que correi;ponde
al descrito en la norma UNE~34.101 del instituto Nacional de
Racionalización del Trabajo.

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

El ..diámetro- es la distancia entre los fondos internos de
dos soportes opuestos, medida a través del centro de rotación
de la cabeza de la centrífuga, estando los soportes extendidos
horizontalmente.

11.2.2. Tubos de centrífuga cónicos, graduados como se in-
dica a continuación;

De O a 1,0 mI en divisiones de 0,1 mI.
De 1,0 a 2,0 mI en divisiones de 0,2 mL
De 2,0 a 10,0 mI en divisiones de 0,5 ml~

ebullición.Baño de agua, a temperatura de
Hureta graduada en l/SO mm.

12.2.1. Balanza analitica.
12.2.2. Matraz aforado de 50 mI.
12.2.3. Pipeta para leche de 20 mI.
12.2.4. Papel filtro sin cenizas para filtración lenta.
12.2..5. Centrífuga que pueda desa.rrollar un aceleración cen

trífuga de 1.400 g (g = aceleración de la gravedad).
12.2.6. Tubos de centrifuga cilíndricos con fondo redondo de

30 mI, aproximadamente, marcados a 20 mI.
12.2.7. PipetD!'! de 2 y 5, mI.
12.2.8. Dispositivo de sifón por succión, provisto de un tubo

capílar.
12.2.9.
12.2.10.

12. CALClf)

12.1. Principio.

Se entiende por contenido en calcio de la leche la cantidad
tota-l de calcio expresuda en porcentaje en peso, determinada
por el procedimiento expuesto a continuación, que corresponde
a la norma FIL-36: 1966 de la Federación Internacional de Le
chería.

Este método se aplica a todas las leches líquidas normales,
así com.o a las leches reconstituidas por dilución o disolución
de leches concentradas o de leches desecadas.

El calcio total se lleva a disolución por precipitación de las
materias proteicas con acido tricloroacétíco. El calcio contenido
en el filtrado es precipitado ba.jo forma de oxalato cálcico, que
se separa por centrifugación y se valora con permanganato
potásico.

12.2. Material y aparatos.

12.3. Reactivos.

12.3.1. Acido tric1oroacético: solución acuosa al 20 por 100
(en peso por volumenJ!.

807
766
730
700

Revoluciones
-por minuto

Diámetro

450 milímetros ..
500 mílimetros
550 milímetros ..
600 milímetros

1.083
988
916
656

Revoluciones
por minuto

Diámetro

250 milímetros ..
300 milímetros ..
350 milímetros ,.
400 milímetros "
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p

V ::= volumen en mI de MnO¡K !O,02 N} gastados en la valora
ción de la muestra.

v "'-, volumen en mI de MnO,J{ (0,02 Nl gastados en el ensayo
blanco.

p = pes~ ~n gramos de la muestra inicial (alrededor de 20 g).
K = coefIcIente de corrección del volumen del precipitado re

sultante de la precipitación triclo"rracética.

Para leche entera (3,S a 4,5 por 100 de matel'ia grasa)' K =
:=c 0,972. .

Para leche con 3 por 10q de materia g,asQ: K = 0,976.
Para leche con 2 por 100 de materia grasa: K == 0,980.

12.3.2. Acido tricloroacético: solución acuosa al 12 por 100
(en poso por volumenl.

12.3.3. Oxalato amónico; solución acuosa saturada en frio.
]2.3.4. Rojo de metilo: solución al O,OS por 100 (en peso por

volumen) en alcohol etílico del 96 por 100 (en volumen por vo
lumenl.

12.3.S. Acido acético; solución acuosa al 20 por 100 (en vo·
turnen por volumen).

12.3.6. Amoníaco: Aoludón acuosa obtenida mezclando VQ
himenes iguales de amoníaco al 25 por 100 (en peso por peso)
y de agua destilada,

12.3.7. Amoníaco: solución acuosa obtenida diluyendo 2 mi
lilitros de amoníaco al 25 por 100 {en peso por peso) hasta
100 mI, con agua destilada.

12.3.8. Acido su ¡fúrico: solución acuosa obtenida ailadif'ndo
20 mI de ácido sulfúrico del 98 por 100 (en peso por peso) a
80 mI de agua destilada.

12.3.9. P8rmanganato potásico: solución acuosa tilulada,
0,02 N.

Todos los reactivos deben ser puros para análisis

12.4. Procedimiento

12.4.1. Preparación de la muestra.-Antes del analisis, poner
la mnestra a 20" ± 2" e y mezclar con cuidado. Si no se obtiene
una dispersión homogénea de la materia grasa, calentar lenta
mente la muestra a 40" e, mezclar suavemente y enfriar a
20" ± 2" C.

12.4 .2. Defecación de la muestra.-En un matraz aforado de
50 mI pesar exactamente alrededor de 20 g de leche, con una
aproximación de 10 mg. Afladir poco a poco mientras se agita
una solución acuosa de ácido tricloroacético al 20 por 100 y
com~)letar hasta 50 mI con este reactivo. Agitar fuertemente
durante algunos segundos. Dejar n~posar 30 minutos. Filtrar
sobre papel filtro sin cenizas. El filtrado obtenido debe sor
Jimpido.

12-4.3. Precipitación del calcio en forma de oxalato y sepa,"
r:adón del oxalato.-En un tubo de centrífuga cilíndrico de fon
d.o redondo, introducir 5 mI del filtrado limpido; después 5 mili
htros de ácido tric1oroacétíco al 12 por 100, 2 mI de una solución
acuosa saturada de oxalato de amonio, dos gota!> de solución
alcohólica de rojo dn metilo y 2 mI de ácido acético al 20 por
100. Mezclar mediante agitación circular y aiiadir poco a poco,
soluci~n de amoníaco U2.a.61 hasta coloración amarillo pálido;
d~spues, algunas gotas de ácido acético al 20 por 100 hasta co
loración rosa. Dejar reposar 4 horas a la temperatura ambiente.

Diluir hasta 20 mI con agua y centrifugar 10 mínutos a
1:-100 g (g = aceleración de la gravedad). Mediante un disposi
bvc de succión, decantar el liquido límpido que sobrenada.
LavB, .l~ls paredes del tubo de centrifugación (sin nml0V€lr el
d,-opósitc de oxalato cálcico) con 5 mI dG solución de amoniaco
d.ilu~do {12,,3.71. C(mldfugar 5 minutos a 1.400 g. Decantar el
lIqUido que sobrenada con el dispositivo de succión. Proceder
El tr~~s lavados sucf:sivos.

J2.4.4. Valoración del oxalato.-Después de h<l:ber extraido
con sifón el agua del último lavado, añadir 2 mI de solución
acuosa de ácido sulfúrico y 5 mi de agua destilada sobre el
precipitndo de oxalato de calcio. Poner el tu ha en baño de
agua hirviendo, y cuando el oxalato esté completamente disuelto
valorar. con solución de permanganato potásico 0,02 N, hast~
coloraCIón rosa persistente. La temperatura dobe permé.nccer
supedor a los 60" e durante la valoración.

12.4.5. Ensayo en blanco,-Efectuar un ensayo en blanco con
todos los reactivo:;, utilizando 20 mI de agua 'destilada on vez
de leche.

12.5, Cálculo.

Contenido en calcio % = 0,0004 X

X (V-v) X

1.0D0
(V·,v) X --- x K = 0,4 X

P

K

Para leche con 1 por 100 de matúria grasa: K = 0,985.
Para. leche desnatada: K = 0,989.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
efectuada'> simultáneamente o una inmooiatamente después de
otra por el mismo analista, no debe ser mayor de 0,002 g da
calcio por 100 g de leche.

12.6. Referencia.

1. Nonlla lntel-nacional FIL IDF 36, 1966.

13 FOsrORO

n_1 Principio

Se J:'ntiende por contenido en fósforo de la leche la cantidad
total de fósforo expresada en porcentaje en peso, determinada
por el procedimiento expuesto a continuación, que couesponde
a la norma FIL~42: 1967 de la Federación Internacional de Le
cheria.

Este metodo se aplica a todas las leches líquidas normales,
así como a las leches reconstituidas por dilución o disolución
de las leches concentradas o de las leches desecadas.

Las materj&sorgánicas de la leche se destruyen por minera
lización en seco (incineración), El fósforo se determina coloe

rim0triCamente, reduciendo el fosfomoJibdato de amonio con
diaminofenol (amidoll y mldiendo la densidad óptica de la
solución obtenida.

n,2. Material y aparatos.

13.2.1 Balmiza analítica.
13.2.2. Cápsulas de platino o de cuarzo (de 5.5 mm de dü'¡,-

mdro apruximadumcnte) provista de vidrio de reloj.
13_2,3, Bailo de agua.
13.2.4. Pipetas de 1, 2, 5 Y 10 ml.
1:3.2.5. Mntrtlces aforados, de 25 mi con tapones esmerilados,

do 100 y de 1.000 mI.
13.2.6. Hon10 mufla.
13.2.7. Estufa a 105') :i- 2" C.
1:i.2.8. Espedrofotocolorimetro.

n.3. Reactivos.

13.3.1. Acido clorhídrico (CiHJ 1,0 N.
13.8.2. Acido perclórico (ClO;HJ al 5.'1 por 100 (densidad. 1,61

g1nmos por mI a 20" Cl.
13.3.3. Solución de amida]: Disolvt'f en agua destilada 1 gra

mo de aniídol fdielorhidr.<\to de 2,4 diaminofenol: (NH~J2 C,XI::;OH.
2ClH) y 20 g do met.ahisulfito de sodio o pirosulfito de sodio
{S!O:,N8_.!J. Completar hasta 100 mI en un matraz aforado con
tapón esmerilado. Preparar cada día una solución nueva.

13,~,1. Solución de n1nlihdato: Disolver en agua destilada
A,3 g de molibdato de amonio: Mo¡O"J {NH¡)r,. 4H!O. Complotar
hasta 100 mI.

13.3.5. Solución acuosa de fosfato monopotásico (a partir de
PO,H!K, desecado durante 2 horas a 105" e), que permite trazar
una curva de diferencia para la determinación del fósforo: Pe
sur 1.39" g de PO:H!K. disolver en agua destilada y completar
hasta 1000 mI {,<"oJución AL Diluir 10 mI de solución A hasta
1.000 ml (solución Bl. Un 011 de solución B = 10 microgri'tmos
de P,

Todos Jos reaclivos ddJ('ll S0r puros para análisis.

13.4< Procedímiento.

13.4.1. Preparación de la muestra: Antes del análisis poner
la muestra a 20" ± 20, e y mezclar cuidadosamente. Si no se
obtiene una dispersión homogénea de la materia grasa, calentar
lentamente la muestra a 40" e, agitar suavemente y enfriar a
200 ± 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 mI de la dilución por 5 mI de agua desti
lada.

13,4,.3. Determinación.

13.4.3.1. Mineralización por vía seca: En una cápsula de
platino o de cuarzo posar exactamente alrededor de 10 g de
leche con una aproximación de 10 mg. Evaporar, hasta seque
dad, al baño de agua hirviendo. Después de la desecación com
pleta,calcinar -en la mufla ~ una temperatura comprendida
entre 500" e y 550" e hasta la obtención de cenizas blancas.

13.4.3.2. Preparación de la solución de cenizas: Después de
enfriar la cápsula, cubrirla con vidrio de reloj, disolver las
cenizas en. 2 ó 3 mI de ácido clorhídrico normal y diluir con
agua destilada. Transvasar la solución de las cenizas a un
matr~z aforado de 100 mI, lavar el vidrio de reloj y la cápsula,
recogIendo las aguas de lavado en el matraz: Completar hasta
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13.5. Cálculo.

Fósforo % =

1.4 T'rocedilniQnio.

Balanza, analítica,
Matracps erlcnmevcr de 250 mI de capacidad.
Bureta graduada ir contrastadn en divisiones de 0,1 mi·

Materíal J.' aparatos .

fndice de acidez =

materia grasa. Aiiadif 0,1 mI ut! la solución de fenolfiaJeína.
Valorar con la solución alcalina hasta que aparezca una colo~

ración rosa pálido que persista al menos 10 Segundos.

1.5. Cálculo.

A

v = volumen, en mI. de la solución alcalina omplenda.
t ~ normalidad de la solución alcalina.

A ::.-.,; masa, en gramos, de la porción ensayada.

La diferencia entre los resultados de dos determínaciones
paraklas no debe ser mayor de 0,1 mg de hidróxido de potasio
por 1 g do materia grasa.

1.6. Referencia.

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

2_3. Procedimiento,

Para separar la mateda grasa, fundir la muestra y dejarla
reposar 2 Ó a horas a 50"---60° C; decantar y filtrar con papel
de filiro seco. Filtrar nuevamente si el primer filtrado no está
claro. Ut.ilizar la materia grasa fundida, cla.rificada, bien mez·
clarla sin agua.

Preparar y regular el refractómetro según el modo de empleo
del aparato. Ajustar la temperatura del liquido circulanto a.
40" :/: 0,1" C.

'Colocar algunas gotas de materia grasa, preparada on la.
forma anteriormente descrita, entre los prismas del refractó
metro, de mallera que se llene por completo el espacio com
prendido entre ellos. Dejar transcurrir algunos minutos para
qlln la materia. grasa alcance la temporatura de los prismas.
Efectuar la lectura con cuatro cifras decimales. Corregir el
índice de refracción obtenido añadiendo 0,000045 unidad de ín
díce dA acidez si este último (determinado según 1) os igual
() sup,'rior a dos. Redondear la cüarta cifra decimal.

2.4. Calculo.

La diferen<:ia entre los resultados de determinaciones para
lelas no debe ser mayor de 0,0002 de la unidad de índice de
refracción. .

2. INDICE DE nEFHACCJON DE. LA CRASA

;U. Principío.

El indice de refrFIcctón de la materia grasa en la mantequilla
es la lazón entre la velocidad de una li\lz de longitud de onda
determinada (luz de sodio) en el aire y la velocidad do esta
misma luz en la materia grasa de la mantequilla a 40" C.

Mediante Un refract6metro apropiado se determina el indice
de refracción de la materia grasa obtenida por fusión de la
mantequilla.

2.2. Material y aparatos.

2.2.1. Refractómetro provisto do escala graduada en índic:es
de refracción, que permita efectuar lecturas hasta la tercera
cifra decimal y cuyos prismas pueden calentarse mediante un
liquido circulante, regulándose la temperatura termosUHica·
mente con una aproximación de ± 0,1" C.

2.2.2. l.uz de sodio. Se puede utilizar también la luz blanca
si el refrac:tómetro tiene un dispositivo de compensación cro
mática.

CLOFtURO SOD!CO

L F.A.O. 8-5 1967

2.5. R.eferencia.

.'3.2.

:U. Principio.

Se entiende por contenido de sal (cloruro de sodio) de la
malltpquilla. el porcentaje en masa de la sal (cloruro dr sodio)
determinado por el procedimiento que se describe I.i. conti
nuación.

Después de fundir la mantequilla nñadiendo agua hirviendo,
los etonlros de las mezclas se valoran con una solución de ni
trato de plata, emple:omdo cromato de potasio como indicador,
segun el procedimiento de Mohr, y se calcula el contenido de
sal.

:J.2 1.
3.2_2.
3.2.3.

lilítros.

Balanza analítica.
Matraces erlenmcycr de :lCO mI.
Bureta graduada contrastada en divisiones de 0,1 mI.

1.2.1.
.1 .2.2.
1.2.3.

La diferencia entre los r05ultados de dos determinaciones
pfectuadas simuitánoa,JUHnte o una inml.:d¡~1tan1f>nte despues de
otra por el mismo analista no debe ser mayor de 0,008 g de fós~

foro por 100 g de leche.

L~.6 Referencia..

1. Norma !ilternacional FIL-1DF 42: 19m.

m """' masa de fósforo, expresada en microgramos, obtenida se~

gún 1:~.4.3.4 y conteni.da en el matraz de 25 mI con la
muestra de aproximadamente SO rng de lecho.

m = masa de fósforo, expn'sada en mic¡·ogramos. obtenida se
gún 13.4.3.4 y. contenida en el ensayo en blanco.

M = masa de leche, exprvsada en gramos, empleada para la
mineralización.

El contenido en fósforo de la leChe expresada en g de fósforo
por 100 g de leche viene dado por la fórmula siguiente;

m--m'

1.2. Material y apm·atos.

Manteq:uilla

tND1CE DE .'\ClDEZ DE LA C-l~ASA

J .1. Principio.

El índice de acidf'z de hl mAteria gra.'ia en la mantequilla
p,:> d número de mg r'c hidróxido de potasio qUe' se necesita
par" neutralizar 1 g de matr.ria grasa.

La materia grasa, después de separarla por fusiun de la
ma!lL'ql1illa, se disuelve en una mezcla de alcohol-éter, y luogo
se titula con una solución aknlina valorada.

1.3. Reactivos.

Los reactivos que se llUJjCi"JO debC'n ser de calidad pura para
análisis.

1:1.1 Solución alcohólica de hidróxido de potasio, 0,1 N,
valnnH1<1. Utilizar alcohol etílico absoluto.

1.3.2. Mezcla de volúmenES iguales de alcohol etílico de
95-96 por 100 (v/v) o ;e alcohol desnaturalizado con metanol
y de eter dietilico, neutro a la fe110lftaleina.

1.:i.:i. Solución neutra de fenolftaleina al 1 por 100 tm/v),
en alcohol etílico d'~snaturaJiLadocon metanoL

Nota.-Alcohol r!t;:-;n,duralizwJo con metanol: 100 alcohol ab·
soltlto y .5 me/anol.

50M

100 mI con agua destilada, agitar y filtrar. Tomar 10 mI del
fil1.radn, intrnducirlos en un matraz de 100 mI. Completar hasta
lOO mi con agua destilada y agítar.

13.4.3.3. Determinación colorimétrica del fósforo: Tomar 5 mi
lilitros de la dilución preparada en 13.4.3.2 e introducirlos en
un matraz aforado de 25 mI.

Añadir sucesivamente 2 mI de ácido perclórico. 2 mI de la
solución de amidaI, 1 mI de la solución de molibdato de amo
nio. Completar hasta 25 mI con agua destilada y mezclar. Es~

peral' 5 minutos y medir la densidad óptica utilizando cubeta
de 1 cm en un espectrofútocolorimetro a 750 nanómetros. Busca.r
en la curva patrón la cantidad de fósfoJ'o contenida en el ma
traz de 25 mI, expresada en microgramo$ y correspondiente a la
densidad óptica leida.

1aA,3.4. Doterminadón de la curva patrón; En cuatro ma~

traces aforados de 25 mI introducir' 3, 5, 7 Y 10 mI de la solu
ción E. Las cantidades así introducidas son iguales a 3D, SO, 70
Y 100 microgramos de fósforo. Proceder a continuación como
en 13.4.33. Situar sobre una gráfica las densidades ópticas ob
tenidas en función de las cantidades de fósforo presentes en
los matraces. Trazar la curva patrón (que es una rectal.

Para 5f'pal"ar la materia grasa, fundir la muestra, dejarla
reposal' a 50°-60" 2 Ó 3 ~lüms, decantar y filtrar con papel de
rutcn seco. Filtrar nueVD mente si el primer filtro no esta claro.
Utillzur la materia grasa fundlda, claril ¡cada, bien m(jzclada.

En un matraz er18nnll'ycr pesar con precisión de 1 mili"
gramo 5-10 g de maierin pnlsn Alindír 50-1(10 mI de lu mezcla
de alcohol etílico y éter dieWíco y disolver eu esta. nwzcla. la
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3.3. Reactivos.

3.3.1. Solución valorada de nitrato do plata, 0,1 N.
3.3.2. Solución de cromato de potasio al 5 por 100 (ro¡-v) en

a.gua destilada.

3.4. Procedimiento.

Ahlandar la muesira en un recipiente cerrado, calentándola
en bai10 de agua a la temperatura más baja posible, con objeto
de no romper la emulsión, Frecuenlemente es adecuada una
temperatura comprendida entre 23Q y 28° e y en ningún caso
la temperatura podrá exceder de 39° C. Agitar el redpiente que
contiene la muestra a intervalos frecuentes durante el proceso
de ablanda.miento con objeto de que la muestra se mezcle
homogéneamente. Sacar el recipiente dol bf}.ilo de agua y agi
tarlo vigorosamente a intervalos frecuentes hasta que la mues
tra se haya enfriado adquiriendo una consistencia esposa y
cremosa. Esta operación puede reBlizarse con un ngitador me
canica.

Efactuar una determinacion F.n blanco, elnpleando los mismos
reactivos, en las mismas cantidades y siguiendo el mismo pro~

codimiento que se describe a continuación.
Pesar con una precisión de 10 mg, 5 mg de muestra e in

troducirla en un mat.raz erlünmGyer.
Añadir cuidadosamente 100 mI de agua d;'stilndn hirviendo.

Dejar en reposo dura.nte S-lO minutos, ngHando por rotación
de cuando en cuando, mhmtras se enfría a. una t:"'mpen:tura de
50-55° e (temperatura de valoración) Añfldir 2 mI de solución
de cromato de potasio. :rvfpzc]ar agitando por rot¡1cióo, Mien
tras se agita continl.1amenV~, valorar con In solución df' nitrato
d0 plata hasta que el cambio de color ananmjudo pardo persista
durant(' 30 segundos.

3,5, Cálculo.

El cont:."nido d!! "al (expresKdo en porcenlaje por masa de
Na eH t'S:

a

t = normalidad de la soludón de nitrato de plata.
V¡ = volumen, en ml, de solución de nitrato de plata, utiliLados

en la valoración.
v, = volumen, en mI, de solución de nitrato de plata en 01 ensa~

yo en blanco.
R = masa, en gramos, de la muestra utilizada,

La diferencia entre los rp$uHados de dos determinaciones pa
ralelas no dfCbera ser mayor de 0,02 g de cIar·uro de sodio por
100 g de producto.

4.2.4. Crisoles filtrantes de vidrio sintdizado (pnruidad nú
mero 3l con matru(;('s de filtraclim a la trompa.

4.2.!í. Varílla con pieza final de material adecuado.

4,3. Rcactivos.

Eter de petróleo con límites de ebullición entre :JO" e y 60n C.
Este r,'activo no debe dt'jar ningún residuo por evaporación.

4.4. Procedimiento.

4.4.1 PCCi)aración de la mUf:stra.-Excepto cuando el mez
clado no se considere necesario, In muestra debe mezcJarsf: ugi~

tanda con una varilla o con un agitador mecánico, lo mas rá
pidamente pO'i-ible, sin exu:der de 1 ulÍnuto. La temperatura
ele,] mezclado dcbéTá t~star comprendicla normalmente entre 23'" e
y 28" C, P',¡'o en ningún caso dr~bcrÁ. excedor de 35" C. Antes de
pesar, la muestra debsn.\ ponl'rse siempre a la temperatura
ambiente.

4.42. Determinación de agurt,-·Secar la cópsula en la estufa
hasta musa constante. Dejar iOmfriar la cápsula en desecador
hasta la temperatura ambiente t30·3.'5 minJ y pesar. pp,;ar en
la c'¡psHla, di~ 5 a 10 g de la mUHstra de mantequilla, Mantener
la sápsul.'l (~n la bluf" durante una hora, por lo menos. Dt'jar
que se enfríe la cápsula en dpsecador a la temperatura ambiente
{de ;,0,35 t¡)inJ y pesar. Repetir el secado a intervalos de media
har, hel·:t3 masa cor,sta ,to:: (variación igualo Inferior a 0,5 mi]j
gramo,:,J. T,das las Pl'S!Hi8S SI' harftn con una precisión de 0,1
miligramo E!l el caso ':;,; ql1e ;:wmen!o la masa, S0 tomH la masa
mínima para fd calcnlo. ND doban emplearse en esta dotormi~

nación matc.c.riales' absorbentl"s.
4.4.3. Detf-'rminación del e-,trado seco magro.-Secar el cri

sol de vidrio filtrante e~l la estufa hasta masa constante. Dejar
enfriar el crisol a tFmperaturn ambif'nte (30-35 minJ y pesr.r.
Añadir d~ 10 H J)) mI d(' éter de pptróleo caliente a la cupsula,
que COlJtí<~IW el €xirado <;cc;o pro<:;edpote de la determin<Jción dl~

agna, de IP'JflCD.• quP ,;e dist;r>lvn la grasa.
Sdparar tu mayor uintidfjd posible del sedimento adherido

a la cápsula pliliu.ndo una vElrllla y pasar cuantitativamente la
solución sobre 1<:1 punta de ll;\ v3riI!a al crisol. Rop"tir las ope
rAciones cinco veces. Lavar f!l <;(.dinrnf.o qUE! queda 1;111 el crisol
con 25 ml d-{~ (>ter de pdróleo calipilte. Secar la cápsula y el
crisol en la r::;tufa durantf' 2 hnras. Dejar que la cápsula y el
crisol St) ~mfrkn él la temperatura ambiente (30·35 min.l y pesar.
Ht;pdir las op('¡'acionf's duumtc- p;'l"Íodos de 30 minutos a la
tr1mperntura rk secad0 hasta qU8 la masa no disminuya mÚ5.
Todas las pf>s<¡dns se harún con lJna precisión de 0,1 mg.

4.5. Cálculo.

4.5.1 Método de cá!culo de contenido de RguR~·En1p1eflr la
fórmula:

3.6. Referencia,

1, Norma FIL-12A - 1969.
HgU8·%

M -- n

M
X 100

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

4.1. Principio.

Se defíne el contenido de agua en la mantequilla como la
pérdida. de masa, expresado como porcentaje, en m<bU, segun
se determina por el procedimiento descrito.

Se define el contenido de extracto seco magro en la mante
quilla como el porcentaje, en masa, de sustancias, segun se
dcU,rminu,

Se define el contenido de materia grasa en la mantequilla
romo el porcentaje, en masa, que se obtiefle restando de 100 el
con Len ido de agua y el del extracto seco magro.

El contenido de agua se determina gravlmétricamentc SOCHn.
do un;'. cantidad conocida da mantequilla a lOZa ± 2° C.

El contenido de extracto seco magro se determina gravimé
tricame'l1te después de extraer con éter de petróleo la grasa de
la mantequilla secada.

4.2. Material y aparatos.

4.2.1. Balanza analítica con una to1C'rancia de 0,1 mg.
4.2.2. Estufa de desecación bie-n ventilada v conjn;lada con

tel'm,yotat:), ajustada paTa que funcione a llna" t('mpcr<tturn dA
1úZ~ L 2" eL •.

4::':.3. Cáp!:.ulDs metálicas, deporc8lana o de vid do. resis
tentses el ;a c,1rrosióll, que tengan por lo menos ¡." mm de altu
ra y 50 mm de diámetro.

SiGndo:

M ",-, masa, en grarrios de la muestra.
n masa, en gramos. de 1·1.1 nlUP~,'(rfl. Cel!1l1t-s de secar.

4..5.2. Mdodo de cálculo del extracto seco nwgro - f.mpknr
la fórmula

rArA¡) + tB1-B¡} X 100
E"tnF'Lo S"("O magro .------

M

Siendo:

Al = ma"a, en gramos, del crisol vado.
A~ = masa, €·n gramos, del crisol conteniendo sedimento.
B l = masa, en gramos, de la cápsula vacía.
B:>:::;o ma!.:a. en gramos, de la cápsula con sedimento residuaL
M "'" me.sa, BH gramos, de la muestra.

4.5.3. Mútolio de cúlculo del contenido de grasa,

Grasa % = 100 - rE +Sl

E = porcentaje, en masa, de agua {calculada en 4.S.lJ.
S =porcentajp, en masa" de extracto S(lCO magro k-akulado en

4.5.21.

Para. lA díctr.:rmin8c:ián del cop.tenido de agua, la diid's¡1cia
entre el l"2~ultaúo de determinaciones paralf'las no debet'á exce~

der de 0,1 g de agua para 100 g de mantequiHa~
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Parfl. la determinación dpl contenido de extracto seco magro,
la diferencia entre resultados de d€tcrminaciones pun¡.{elas no
deberá exceder de 0,05 g do extracto seco magro para 100 g de
ms:ntcquilla,

5 DETECCION DE GRASA VEGETAL EN GRASA DE LECl lE
POR CHOMATOGRAl-'lA DE GASES DE ESTEROLES

5.1 Príncipio.

Los digitónidos de ester01 se disuelven en una mEzcla de
formumida y dimetil formamida, y los esto1'olos liberados :;8

extraen con pentana, y se separan por cromatografía de gases,
Si se obtíene en el cromatograma un pico con el tiempo de 1'0
tención del beta-sitosterol. se concluye la prestlncia de grasa
vegetal en la muestra de grasa examinada.

5.2. Material y aparatos.

5.2.1. Cromatógrafo de gases, equipado de un detector de
ionización de llama, con un inyector de plata o de vidrio con
un sistema de inyección directa en la columna y con un re·
gi¡.;trador.
- 5.2.2. Columna de cromatografía de gases, de vidrio o de
acero inoxidable, en forma de U o en espiral, do 1 Ó 2 ro de
longitud, diámetro interior de 3-4 mm. Se recomienda 01 vidrio,
pues algunos tipos de acero inoxidabl(' dan resultados erróneos
pgr alteración de los esteralos.

S.2.3. Microjel'inga, capaz de proporcionar dosis de 5 ó 10
microli!ros.

S.3.L Mezcla de volúmnllPS iguales de forrnal1lida y dirnr;til
forn~amida.

5.:".2. n-Pentano.
.':5.:3.". Hol1eno de la columna: f~~se estacion,;n-ia de gOlll~:l de

silicona (tipo metílico), estable hasta por lo menos :300" e que
impregna on m:J a 4 por 100, una tierra de dtatomrflE calcinada,
lavada al ácido y silanizada, de granulometría 80/100 Ó 100/120
dE malla.

5.3,4. Solución para el ensayo de sensibilidad: 1 mg de ca..
]esturol de 1 mJ de n-pcnú:ma, recienif'lnente prepHrado ti partir
d~ la grasa de loche, como se describe "11 5.4.2.

5.3.5. Solución para el ensayo de resolución de los picos:
0,9 mg de fitosterol de aceite de colza y 0,1 mg de colesterol
en 1 ml de n-pentana. Los esteroJes dHbcn estar recientemente
pri'paradop según el procedlmi",nto descrito PI1 5.4.2.

;>.3.6, Solución para el ensayo de referencíi.l: 1 mg de ritos·
t('rol dI' aCi)it,~ de soja en 1 m! de npentanu n~cienlpmentc pr('
pllrado, según se describe- on 5..1,2.

5.3.7. C'lS podadOt', nitxógpno
5.:UL Hidrógeno.
5;19. Oxígeno o ilire.

5A. Procedimiento

Desecar el papelcie filtro con el precípitado en un vidrio
de reloí en estufa a 102" 1: 2" e, durante 10 a 15 minutos. Sepa
rar el precipitado en forma de película, plegando en dos parte-s
el papel de filtro.

Disolver en un pequeño tubo de ensayo, aproximadamente,
10 mg de digitónido de esterol en 0,5 mI de una mezcla do
volúmenes iguales de formamida y dim0til-formamida, Calentar
ligeramente, si es n'Jcesario. Despues enfriar, afiadi!" 2,5 mI
de n-p€ntanu y agitar. Dejar reposar ha3ta que la separación
entre las capas sea neta y usar la capa superior, que contiene
los csteroles liberado.':'. para el aml.lbis cl'oma.tográfico.

5.4.3. Condjciones de la cromatografía de gases.~TempemJll

ra de la columna: 220-250" C. Temperatura del sistema de in
yección, si puedo- calentarse por separado; 2O~40<> e por encima
de la temperatura de (a columna. Gasto de nitrógeno: 30/60 mIl
min. Desconectar el detector y equilibrar las columnas nuevas
en estas condiciones durante 16-24 horas. Conectar el detector,
encender la llama y regular el gasto de hidrógeno y oxigeno
o aire para obtener una altura de llama y una sensibilidad
adecuada, Poner en marcha el registrador y deíar que 01 papel
se desenrolle a una velocidad adecuada, ajustar el cero y el
atenuador Si la linea de base es establf:l. el aparato está listo
para usarse.

5.4.4. Ensayo do sensibilídad.·--Inyectae 3 a 5 mcl de la so
lución para el ensayo de sensibilidad (5.3.4), Sólo aparo,ora
un pico de colesterol en el cromatograma lfig, 5.U. Ajustar el
atenuado!" de modo que se utilice aproximadamente toda la es
cala del re-gistrador~

5.4.5. Ensayo de resolución de lo'> pícos.--fnyectar ~{ a 5 md
de la solución para el ensayo do resolución de los picos {S.3.SJ.
Aparecerán en el cromatograma los picos de col~;st(;rol, brasicos
terol,camposb?rol (fig S.m Medir las distancias de retención
(dístancia desde el punto de inyección hasta_ el punto dó El.ltura
máxima del pico) de los picos. d~h para el colesterol, di.' para el
brasicosterol, de- para el camposterol y el d, para el betu-cejtos
f,(-'rúl y las anchuras de la base de los picos (dinwnsíón de r(-.ten
dón entre las intersecciones con la línea de base de las tan,i?,I'ntes
Hn los pnntos de inflexión situados en la parte anterinr y PC5

tt,ríor del picoL W"h para el coksterol y 'VVh para el bra'>iGoslc
rol. La resolución do los picos, expresada por la fórmula

debe ser por lo menos igual a 1.

Calcular los tiempos de retención relativos (colesterol 1,00)
para el brasicosterol; el camposterol y el beta·sitost'JroL

5.1.6. Ensayo de refercncia.~Inyectar3 a S mel de la solución
para el ensayo de referencia {5.3.aL Los picos de camposhlrol,
ostigmastcrol y de beta-sitostprol deben aparecer sobre el ero
matograma lfig. 5.lIIJ. Medir las distancias df! retención de los
pico::;, d( pura ~I camposterol, (ti para el estigmasterol y d" para
d büla-sítosterol

Calcular los tiempos de reten.ción relativo:>, que son, apr'oxi·
lnadcl.,llu:nte:

5.5. Cálcnlo.

5.4.7. AnúJjsis.·~Inycctar3 a ,) mel de la solución a analizar
y dflr al botón del atenuador hasta obtener un factor de ate
nuación cuatro veces inferim' {se obtiene generalmente en dos
pases del botónl. Registrar el cromatograma.

Si en el cromatograma un pico tiene 'un Licmpo de retención
relativo igunl ul de beta-sitosterol y una altura que corresponde
al menos a un 2 por 100 de la esenIa, se concluye la presencia
de bota··sitostm'ol y la muústra de grasa examinada, a partí¡'
de la cual se han aislado los esteroles, se consídera que con
tiene grasa vpgetal. La presencia en el cromatograma de pico,,;
de otros fitosterolo5, como el c8mposiTrol o 01 estignwsl.erol, re
fuerza osta conclusión.

Por este método se puede demostl'ar la presencia do aJ r,w
nos un 0,5 por lOO de bda-sitosterol en la mezcla de esteroles
El límite de deü-;cción de la grasa vegetal en la grasa de leche
no se puedo indic:'lr' porque depende dd contenido en beta
sí/osterol de la grasa añadida. es decjr, de la naturaleza de
esta grasa o de la mezcla de grasas añadidas a la grasa de
leche..

5.4,1: Prepi.ln1ción de 1" mue:itnl.-Func\ir aproximadamente
51J g de la mue"tra de 11l8nb.:'quilla en una cstt1fa cor:ciente a
temperatura inferior aSO" C hasta separación de las fases acuo
sa y grasa, Separar la capa grasa por decantación y clarificar
la grasa en una estufa a una tempertura de aproximadamente
40" e filtrando sobre un papel de filtro seco y evitando que
pnse la fase acuosa sobre el filtro

5.4.2. Preparación de esteroles.--~Pesar en un matraz erlen
mQyer de 500 mI, aproxiinadamente 15 g de materia gl'asa con
una precisión de 0,1 g. Añadir 10 mI de la solución de hidró
xido de potasjo y 20 m1 de etanol (95~Ü(l por lOO v/v) Colocar
s,Jhre el matraz erlenmeyer el refrigerant.e ele ajre, calent.ar ún
"Daiio de agua hirviendo, agiJando por rotación, hasta quo la
~;oluci6n se haga clara, y continuar la ebullición media hora
mas.

Afwdir 60 ml de agua y luego 180 mi de etanol (95-96 por
100 (v/v) y llovar la temperntufa a ap,'oximadam¿;nte 40" C.
Aúadir 30 mI de la solución alcohólica de dígitonina (I por 100),
agitar y dejar enfríar. Colocar d matraz en un refrigerante
regulado a 5'; C, aproximaclam.cntc, durante 12 horas o una
noch0.

Recoger el precipitado del digilónido de esterol por fiHra*
ción wbre un papel de filtro de velocidad media en un embudo
I3uchner (8 cm de diámetro>. Lavar el precipitado con agua
aproximadamente a S" C, hasta que el filtrado no forme espuma,
lL!ego lavar una vez con 25-50 mI de etanol (95-96 por 100 v/v)
y dcspués una vez con 25-50 mI de éter dietilico.

Colesterol
Braslcost"rol
Ccunposh.'rol
Estigmastprol
Beta-sitosterol

1,00 (aproximadamcnk !.5 min.J
1,n-1,15
1,32-1,34
1,44-1.46
1,66-1,GB
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5:8. Referencia.

l~ Norma Internacional FIL-IDF 54: 1970.
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6. FOSFATASA RESIDUAL EN MANTEQUILLA

6.1. Principio.

El ensayo se basa en la acción del enzima fasfatasa sobre
el substrato fenil fosfato disódico, con liberación del fenol y
fosfato. La cantidad de fenol liberada se determina por adición
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 pasterización insuficiente;

6.2. Material y apa,ratos.

6.2,1. Cuchillo o espátula de acero inoxidable .
6.2.2. Baño de agua a 37"·38" C.
6.2.3, Termómetro.
6.2.4. Pipetas de 1 mL
6.2.5. Embudo de 5 cm de diámetro .
6.2.6. Papel Whatman núm, 42 o núm. 2,
6.2.7. Tubos graduados a 5 y 10 mI.
8.2.8. Fotómetro con filtro de transmitancia máxima a 610 nm.
6.2.9. Centrífuga.
6.2.10. Pera de goma para pipetar.

8.3. Reactivos.

6.3.1. Tampón hidróxido~borato de bario: Disolver 18 g de
BA (OHltBHtO Y 8 B de HJBO~ en agua Y. diluir a 1 litro con
agua.

8.3.2. Tampón de desarrollo de color: PH 9,8 ± 0,15 a 25" C.
Disolver 6,0 g de metahorato sódico (NaBO;!) y 20 g de NA el en
agua y diluir a 1 litro con agua.

6.3.3. Tampón de dilución de color: Diluir 100 rol de tampón
de desarrollo de color a 1 litro de agua.

6.3.4. Sustrato tampón: Disolver 0,10 g de feuil fosfato disó
dico cristalino líbre de fenal en 100 mI de tampón hidróxido~

bora.to de bario (6.3.1) (los cristales de Na2C6HsP04 deben guar
darse en congelador o en desecador). Si NaZ4HsP04 no estÁ. libre
de fenol, purificarlo conto sigue: Disolver 0.5 g con 4,5 mI de
agua, añadir 0,5 mI de tampón hidróxido-borato de bario (6.3.U
y dos gotas del reactivo BQC (6.3.S) y dejar reposar 30 minutos.
Extraer el color con 2.5 mI de alcohol butílico (6.3.7) y dejar
reposar hasta que el alcohol se separe. Retirar el alcohol con
un cuentagotas y desecharlo. Diluir 1,0 mI de la. solución acuosa
8 100 mI de tampón hidróxido~borato de bario (6.3.H, Calentar
la solución a 85" C 2 minutos, tapar inmediatamente y conservar
en refrigerador. La solución ea estable un año si las porciones
son recogidas con mínima exposición a la atmósfera.

6:3:5. Solución BQCCs,6-dibromoqujnona ploroimida) o rene,,: ,
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tivo de Gibbs: Disolver 40 mg BQC en polvo en 100 mi de
alcohol absoluto o metanol y pasarlo a un frasco cuentagotas
OSCllro. El reactivo permaneco estable por lo menos un meS. si
be guarda Gil congelador; no usarlo después de que empiece
a ponerse pardo, Guardar BQC en polvo en congelador o en
desecador tnota: ha hal)ido explosiones del reactivo BQC guar
dado en botellas en la estantería de reactivos), Comprobar los
nuevos lotes de BQC antes de 'Usarlo, preparando Uila curva
patrón con fenol y comparando la curva obtenida con la de BQC
q l/e se sabe os satisfactorio, Repetir la prueba al menos semes
tndmcnte.

G.:3.G. Solución de sulfato de cobre para los patrones: Di501,
ver O,OS g CuSO¡sH20 en agua y diluir a 100 mI.

6.:U, Alcohol butílico: Usar alcohol butilico normal, punto
dC' ebuHidón 116-118" C. Para ajustar el pH, mezdar 1 litro con
50 mI de tampón de desarrollo de color. Guardar -eH recipipnte
con tapón de vidrio.

o.:UL Solución patrón de fenal:

63,8.1. Solución madre: Pesar exactamente 1.000 g de fenal
puro, llevarlo a un matraz aforado de 1 litro, diluirlo con agua
hasta 1 litro y mezclar {¡ mI :::::= J mg de fenoll. La solución es
estable varios meses en refrigerador.

6.3.8.2. Patrones de trabajo: Diluir 10,0 mI de la solución
madre con agua hasta 1 litro y mezclar n mI :::::= 10/ug 0,00001 g
o 10 unidades de fenolL Usar esta solución patrón para pre~

parar soluciones patrón más díluidas; p. e., díluir 5, 10, 30,
50 mI con agua hasta 100 mI para preparar soluciones patrón,
que contenga 0,5; 1,0; 3,0 Y 5,0 mg o unidades de fenal mI,
¡'uspectivamonte. Guardar est.as soluciones patrón en refrigera
dor no más de una semana.

Análogamente preparar, a partir de la solución madre
(B.3,8.l), soluciones patrón que contengan 20, ,'30 Y 40 unida
des/mL

Modir las cantidades adecuadas de las soluciones patrón de
trabajo en una serie de tubos (preferiblement.e graduados a 5,0
y 10,0 mI) para conseguir un intorvalo adecuado de patrones,
sogún se necesite, que contengan O (cont.rol o prueba en blan
col, 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 m:ejorar la esta
bílidad de los patrones, añadir 1,0 mI de solución de CuSO,
(6.3.6) a cnds, tubo. Luego al1adir 5,0 mi de tampón de solución
de color (12U,3) y diluir coh agua hasta 10,0 mI, añadir 4 gotas
fo.Oa m]) de la solución RQe (6.3.51 con agua hast.a 10,0 mI,
añadi!' 4 gotas fO,08 mlJ de la solución BQC (6.3.5), mezclar
y dejar desarrollar el color az!]l 30 minutos a temperatura
ambiente.

Leer las intensidades de colQr en el fotómetro con filtro de
610 nm, restar el valor de la pruc.ba en blanco del color de
cada patrón de fenol y preparar la curva. patrón (debe ser una
linea rectal.

Si los patrones han de usarse pClnt comparación visual, guar
dar I]n refrigerndor. Preparar senulOuJmente una serie nueva.

6,4. Procedimiento,

Tomar la muestra por debajo de la 511Perficíe con cuchillo
y espátula limpios y preceder C01110 sigue:

Pesar 1,0 g de muestra (preferiblemente por duplicado) sobre
un pedazo de papel encerado de aproximadamente 1 pulgada
cuadrada e introduir el papel con la muestra dentro del tubo.
Anilogamente, pesar otra muestra y colocarla en un tubo como
controlo patrón.

Calentar el patrón aproximadament.e 1 minuto a 85-90" en
vaso de agua hirviendo (cubierto asi el tubo entero se caiienta
a 85-90°) y se enfría a temperatura ambiente. A partir de este
momento, tratar en la misma forma el patrón y el problema.

Añadir 10,0 mI de sustrato patrón (6.3.41. Tapar el tubo y
mezclar. Inmediatamente después de añadir el sustrato, incu
bar 1 hora en baño de agua a 37-38°, mezclando o agitando
el contenido de cuando en cuando.

Calentar en vaso de agua hirviendo casi 1 minuto, calen·
tando hasta a5-90" (utilizar termómetro en otro tubo del mismo
tamaño y forma que contenga el mismo volumen de liquido)
y enfriar a temperatura ambiente en reCipiente de agua fria.

Pipetar cm 1 mI de solución de Zn· SO¡H20 de 6,0 g/lOO mI
y mezclar por completo {el pH de la mezcla debe ser 1e 9,O-9,lJ.

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

AflRdir 5,0 mI de tampón de desarrollo de color (6.3.2)'. El
pH de h mezcla ha de ser 9,3-9,4

Añadir 4 gotas de la 'solución BQC (63.5) y dejar 30 minutos
a temperatura ambiente para desarrollo de color (para- detectar

únicamente la pasteurización, anadir solamente 2 gotas de
solución BQCJ.

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

a) Con fotámetro."-Lcer intensidades de color de solucione.s
en blanco y prob18ma (utilizando filtro con traJ1smitancia ma
xima a aproximadamente 610 nm, restar la lectura de la prueba
en blanco de la del problema, y expresar 81 resultado en equi
valentes fenal mediante referencias a la cUr\'a patrón obtenida
con las corrospondientes soluciones {6.3,8-2L Generalmente es
innecesaria la extracción con alcohol butílico cuando se utiliza
el fotómetro; si se hace la extracción con alcohol butíliCQ como
en (b),~ centrífugar la muestra 5 minutos para romper la emul~

sión y s~parar el agua suspendida en la capa de alcohol (para
esta finalidad puede adnptatse una centrífuga Babcock hacien
do adaptadores especiales para tubos en la forma siguicnl0:
Cortar una socción de 1/4"" de grueso de un tapón de goma
de diámetro aCIecuado, que ajuste en el fondo del vaso de cen
trifugación. Pegar dos tapones de corcho de diámetro adecuado.
perforar en el centro un orificio de dimensiones adecuadas para
alojar un tubo ajustadamente e introducir la sección doble de
corcho en el vaso. Después de centrifugar, quitar casi todo el

·alcohol bu.Wico con pípeta provi~ta de pera de goma en el ex
tremo superior. Filtrar dontro de la cubeta del fotómc.tro Ji leer
con filtro cuyo máximo de transmitancias es aproximadamente
de 650 miro).

b) Con patrones vísuaJes.-Con muestras que prodllcen más
de 5 unidades, comparar colores en tuhos con los de patron¡;s
de fenol en solución acuosa {6,3.B.21. Para cuantífícar resultados
en los casos dudosos (p. ej., problemas que producen 0,5-5 uni
dades de color) extraer con alcohol butilico (6,3.71. Añadir 5,0 mI
de alcohol (6.3.7) e invertir el tubo lentamente varias veces;
centrifugar como en (a) si es necesario inCl"enwntar la transpa
rencia de la capa de alcohol, y comparar el color azul con los
colores de los patrones de fenal f6.3.fL2), análogamente trat.ados.

En los problemas que se consíderen muy positivos dUré.uHe
el desarrollo de color (p. ej., 20 unidades), en los que 4- gotas
de soludón RQe (6.3.5) pueden ser insuficientes para combinnr
con todo el fenol, pipetar proporción adecuada de conLmidos
dentro de otro tubo, dHuir hasta 10,0 mi con tampón de dilución
de color t6.3.3), y añadir 2 gotas adicionales de solución BQC
(6.3.5J. Con cada probIcma diluír y tratar la prueba en blanco
análogamente. Si la prueba sobre la muestra diluida es tod!:lvja
muy fUertemente positíva, diluir de nuevo en la misma forma
hasta que el color final esté dentro del intervalo de los patro
nes visuales o de la curva patrón del fotómetro. Dejar 30 mínu~

tos para el desarrollo de color después de la última adición
de la solución de BQC m.3.5) antes de hacor la lectura final.
Para corregir lecturas ror dilución, multiplicar por 2 para di
lución 5 + 5, por 10 para dilución 1 + 9 y por ;'0 dilución 1 + 9
seguida de dilución 2 + 8. etc.

6,5. Cálwlo

Cuando so utilice 1,0 g de fliantcquilla y l-iO añadan 11,0 mI
de liquido, multiplicar el valor de la lectura por 1,1 para con~

vertír el resultado en equivalentes de fenollO,5 g de mantcquílla
{valores mayores de 2 equivalentes/O,S g de mant.equiila indican
pasteuri'zacián insuficientel.

6.6. Referencia.

1. A, O. A. C. Official Melhods of Analysis, 11." Ed. (1970),

7 IN DICES DE ACfDOS GRASOS VOLA TItES SOLUBLES
E INSOLUBLES

7.1. Principio.

El índice de acidos grasos volatiles solubles {indice de Rei
chert o Reichert-Melssl-Mellnyl es el número de mI d~ una so
lución acuosa de álcali 0,1 N, requerIdo para neutralizar los
ácidos grasos volt\tiles solubles en agua de 5 g de grasa en las
condiciones que se especifican.

El indice de acidos grasos volátiles insolubles (índice de Po~

lenskeJ es el número de mI de soludónacuosa de álcali 0,1 N,
requerido para neutralizar los ácidos grasos volátiles insolubles
en agua, obtenídos en 5 g de grasa, en las condiciones especi
ficadas en el método.

Después de saponificar la grasa con una solución de hidró
xido sódico en glicerina, la solución jabonosa se diluye con
agua y se acidifica con ácido sulfúrico. Los ácidos grasos volá~

tiles se destilan y los ácidos grasos insolubles se separan de
los solubles por nlí:.ración. La soluciónncuosa de ácidos solubles
y la solución etanólica de ácidos insolubles se valoran separa
d"mente con una solución de alcali normalizada:
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7 _-1. Procedimiento,

7.4.1. Preparación de la muestra: Como en 5.4.1.
7.4.2. Determinación del indice de ácidos grasos voiátiles

solubles: Pesar 5 g con aproximación de 0,01 g de grasa en el
matraz A. Afiadir 20 g (lO ml) de glicerina y 2 mI de solución
de hidróxido sódico (44 por 100). Para añadir la solución de
hidróxido sódico, usar una bureta protegida de la entrada de
dióxido 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 líquido
no forme espuma y se vuelva límpido. Dejar enfriar el matraz
hasta 90<> C. Añadir 90 mI de agua destilada recientemente her
vida a la misma temperatura aproximadamente y mezclar. El
liquido debe quedar límpido. Añadir de 0,6 a 0.7 g de piedra
pómez y después 50 mI de solución de ácido sulfúrico 1 N.
Conectar inmediatamente el matraz al aparato de destilación y
calentarlo ligeramente hasta que los ácidos grasos libres formen
una capa superficial limpia. Empezar a calentar y regular la
llama de modo que se recojan en el matraz aforado 110 mi de
destilado en 19-21 minutos, tomando como principio del periodo
de destilación el momento en que se forma .la primera gota en
el refrigerante, Regular el flujo de agua del .refrigerante de
modo que 8e mantenga la temperatura del agua que sale del
refrigerante a 2DO ± l'" C.

Cuando se hayan recogido exactamente 110 mI de destilado,
quitar el mr,chero inmediatamente y sustituir el matraz aforado
por un pequei10 vaso. Mezclar el contenido del matraz aforado
agitando suavE1mente Y sumergir el matraz en un baño de agua
a 20" ± 1" e durante 10-15 minutos, estando la señal de 110 mI
del mat.raz aforado por d(-:bajo del nivel del agua del baño.
Agitar el matraz de cuando en cuando. Tapar el matraz y mez
clar invirtiéndolo 4 ó 5 veces sin agitar. Filtrar los 110 mI de
destibdo por un papel filtro seco de velocidad media (diámetro
80-90 mm), que se ajusta cómodamente en un embudo. El fil·
trado debe ser límpido (el filtro debe ser de tales dimensio
nes. que un volumen de 15 mI lo llene completamente). Pipetl1r
100 mI de filtrado y pasarlos a un matraz erlenmeyer de 300 mI,
añadir 0.5 mI de la solución indicadora de fenolftaJeína y valo
rar con la solución acuosa de álcali ..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
baño de agua hirviendo dura,nte 15 minutos.

No se requerirán para la valoración más de 0,5 mI de la so
lución de álcali normalizada. En otro caso, se deben preparar
nuevas soluciones del reactivo.

7.4A. Determinación del índice de ácidos grasos volátiles in
soluhlBs CPolenske)~ Lavar el filtro con tres porciones sucesivas
de 15 mI de agua destilada a la temperatura de 20° ± 1° e, ha
biendo pasado previamente cada una a través del refrigerante
del vaso pequeño y del matraz aforado. Poner el embudo y el
filtro en el cuello de un matraz cónico, limpio y seco, de 200 mI
de capaddad. Disolver los ácidos grasos insolubles repitiendo los
lavados, usando ahora porciones de 15 mI de etanol !95-96 por
100 v/v). Valorar con la solución acuosa de álcali normalizada
fO,l N) el conjunto de los la,vados con etanol usando D,5 mI de
solución indicRrlora de fenoIftaleína. hasta un. color rosa per
sistente durante 0.5-1 minuto.

7,5. Cálculo.

7.5.1. Indico de ácidos grasos volátiles solubles (indice de
Reichertl,

Siendo:'

V~ = volumen en mililitros de la solución normalizada (0,1 Nl de
álcali utilizada en la valoración de la muestra,

t = norm3Jidad exacta de la soluci6n normalizada (0.1 N) de
álcali.

Redondear el resultado a la primera cifra decimal.

(Continuará)

Indica de Polenske = 10' t· V g

IndicH de Roichort = 11 . t . fV1 - bl
Si.endo:

V¡ = volumen en mililitros de la solución normalizada {O,! Nl de
álcali, utilizados en la valoración de la muestra.

b = volumen en mililitros dG la solución normalizada (D,l Nl de
álcali, utilizados en el ensayo en blanco.

t = normalidad exacta de la solución normalizada ro,l N) de
álcali.

Redondear el resultado a la primera cifra decimal.
7.5.2. IndicB de ácidos grasos volátiles insolubles (índice de

Polenske).
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Figura 7.I.-Delcrminat;ión de los indicf's de R('ichert
y de Polenske

7.3. Reactivos.

!••

J ~O~l¡nt
011 )

7.3.1. Glicerina (d = 1,26; 98 por 100 p/p).
7.3.2. Solución acuosa de hidróxido sódico {44 por 100 p/p},

conservada en botella protegida del dióxido de carbono. Usar
la porción limpia libre de precipitado de carbonatos.

7.3.3. Agua destilada, hervida durante 15 minutof', para eli
minar el dióxido de carbono.

7.3.4. Solución de ácido sulfúrico 1 N.
7.3.5. Solución acuosa de hidróxido sódico o potásico 0,1 N,

exactamente normalizada.
7.3.6. Solución indicadora dE fenolftakína (1 por 100 en

etanol de 95-96 por 100).
7.3_7. Etanol (95-96 por 100 v/v) neutro a la fenolftal-c-ina.

El agua usada debe ser destilada o de una pureza por lo menos
cquivalcnte.!-

1.2. Ma.terial y aparatos (figura 7.D.

El método es mnpiríco porque 5ól\) detm'mína una parte de
estos ácidos. Por tanto, las especifícadones refern1tes al proce
dimiento y aparatos se deben seguir rigurosamente para obtener
resultados exactos y reproducibles.

7.2.1. Matraz de fondo plano de vidrio al lJorosilicato de
300 mI de capacidad (A).

1.2.2. Cabeza de destilación (E).

7.2.3. Refrigerante {e}.

7.2.4. Receptor, que consiste en un matraz aforado con las
rayas circulares de aforo a 100 y 110 mI {D}.

7.2.5. Lámina de asbesto de 120 mm de diámetro, 6 mm de
espesor con una abertura central circular de 40 a 50 mm de
diámetro, para sostener el matraz durante el calentamiento {E}.

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

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


