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PRIMERA DIRECTIVA DE LA COMISION
de 13 de noviembre de 1979

sobre fijacion de los métodos de anélisis comunitarios para el control de determinados tipos de
leche conservada parcial o totalmente deshidratada destinados a la alimentacién humana

(79/1067/CEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econdmica
Europea,

Vista la Directiva 76/118/CEE del Consejo, de 18 de
diciembre de 1985, relativa a la aproximaciéon de las
legislaciones de los Estados miembros sobre determinados
tipos de leche conservada parcial o totalmente deshidratada
destinados a la alimentacién humana (), en particular, su
articulo 11,

Considerando que el articulo 11 de la Directiva 76/
118/CEE establece que la composicion de determinados
tipos de leche conservada parcial o totalmente deshidratada
debe ser controlada por métodos de anilisis comunita-
rios;

Considerando que se aconsejable adoptar una primera serie
de métodos cuyo estudio ha sido concluido;

Considerando que las medidas establecidas en la presente
Directiva se ajustan al dictamen emitido por el Comité
permanente de productos alimenticios,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1
Los Estados miembros tomarin todas las medidas oportu-
nas par aque los anilisis necesarios para el control de los

criterios que figuran en el Anexo I se lleven a cabo con
arreglo a los métodos descritos en el Anexo II.

(1) DO n® L 24 de 30. 1. 1976, p. 49.

Articulo 2

En caso de que se indique la existencia de métodos alterna-
tivos para efectuar una misma determinacion, el analisis de
la muestra podra realizarse mediante cualquiera de dichos
métodos. En el acta de la prueba a que se refiere el Anexo
II debera sefialarse el método empleado.

Articulo 3

Los Estados miembros aplicaran las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas necesarias para cumplir la
presente Directiva en un plazo de dieciocho meses a partir
de su notificacion, e informara de ello inmediatamente a la
Comision.

Articulo 4

Los destinatarios de la presente Directiva serdn los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 13 de noviembre de 1979.
Por la Comisién

Etienne DAVIGNON

Miembro de la Comisién
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AMBITO DE APLICACION DE LOS PRIMEROS METODOS DE ANALISIS COMUNITARIOS DE
APLICACION EN LA DIRECTIVA SOBRE DETERMINADOS TIPOS DE LECHE CONSERVADA

I

.

V.

VI

VIL

ANEXO I

PARCIAL O TOTALMENTE DESHIDRATADA

Disposiciones generales

Determinacion de la cantidad de materia seca

— leche evaporada rica en materia grasa [segin el método 1 (Anexo II)]
— leche evaporada [segin el método 1 (Anexo I1)],

— leche semidesnatada evaporada [segin el método 1 (Anexo II)],

— leche desnatada evaporada [seguin el método 1 (Anexo 11)],

— leche condensada [segiin el método 1 (Anexo I1)],

— leche semidesnatada condensada [segin el método 1 (Anexo iI)],

— leche desnatada condensada [segin el método 1 (Anexo I1)],

Determinacién del contenido en humedad

— leche en polvo rica en materia grasa [segun el método 2 (Anexo 11}],
— leche en polvo [segin el método 2 (Anexo 11)),

— leche semidesnatada en polvo [segin el método 2 (Anexo II)],

— leche desnatada en polvo [segun el método 2 (Anexo 1I)].

Determinacién de la materia grasa

— leche evaporada rica en materia grasa [seglin el método 3 (Anexo II)],
— leche evaporada [segin el método 3 (Anexo )],

— leche semidesnatada evaporada [segin el método 3 (Anexo II)],

— leche evaporada [segin el método 3 (Anexo ID)],

— leche condensada [seguin el método 3 (Anexo II)],

— leche semidesnatada condensada [segun el método 3 (Anexo II)],

— leche desnatada condensada [segiin el método 3 (Anexo II)],

— leche en polvo rica en materia grasa [segun el método 4 (Anexo II)),
— leche en polvo [segun el método 4 (Anexo I1)],

— leche semidesnatada en polvo [segin el método 4 (Anexo 11)],

— leche desnatada en polvo [segiin el método (Anexo H)].

Determinacion de la sacarosa

— leche condensada [seglin el método 5 (Anexo II)],
— leche semidesnatada condensada [segiin el método S (Anexo II)],
— leche desnatada condensada [segiin el método 5 (Anexo II)].

Determinacién del acido lctico y de los lactatos

— leche en polvo rica en materia grasa [segin el método 6 (Anexo II)],
— leche en polvo [segin el método 6 (Anexo I1)],

— leche semidesnatada en polvo [segiin el método 6 (Anexo 11)],

— leche desnatada en polvo [segin el método 6 (Anexo II)].

Determinacion de la actividad de la fosfatasa

— leche en polvo rica en materia grasa [segun el método 7 u 8 (Anexo I1)],
— leche en polvo (segin el método 7 u 8 (Anexo 1I)],

— leche semidesnatada en polvo [segin el método 7 u 8 (Anexo 11)],

— leche desnatada en polvo [segin el método 7 u 8 (Anexo II)].
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ANEXO I

METODOS DE ANALISIS RELATIVOS A LA COMPOSICION DE DETERMINADOS TIPOS DE LECHE
CONSERVADA PARCIAL O TOTALMENTE DESHIDRATADA DESTINADOS AL CONSUMO

1.1

1.2

1.3

2.1

2.1.1

2.2

HUMANO

DISPOSICIONES GENERALES

PREPARACION DE LAYMUESTRA PARA EL ANALISIS QUIMICO

Leche evaporada rica en materia grasa
Leche evaporada

Leche semidesnatada evaporada

Leche desnatada evaporada

Agitar el bote cerrado dindole la vuelta. Abrir €] bote y trnsvasar la leche lentamente a un segundo
recipiente que pueda cerrarse herméticamente, mezclindola mediante sucesivos transvases; asegure-
se de que todos los restos de grasa y de leche adheridos al caso y al fondo del bote se han mezclado
con la muestra. Cierre el recipiente. Si el contenido no apareciera homogéneo, péngalo a calentar al
bafio maria a 40 °C. Agitar vigorosamente cada 15 minutos. Dos horas mis tarde, saque el
recipiente del bafio maria y deje que se enfrie a temperatura ambiente. Levante la tapa y mezcle
cuidadosamente el contenido con la ayuda de una cuchara o de una espatula (si la grasa se ha
desemulsionado, no es conveniente proceder al andlisis de la muestra). Consérvese en lugar
fresco.

Leche condensada
Leche semidesnatada condensada
Leche desnatada condensada

Botes :

Caliente el bote cerrado al bafio maria de 30 a 40 °C durante unos 30 minutos. Abra el bote y
mezcle cuidadosamente su contenido con una espétula o con una cuchara, efectuando movimientos
ascendentes, descendentes y circulares, con el fin de obtener una intima mezcla de las capas
superiores e inferiores con el conjunto del contenido. Asegiirese de que los restos de leche adheridos
al casco y al fondo del bote se han mezclado con la muestra. Siempre que sea posible, transvase el
contenido a un segundo recipiente dotado de un sistema de cierre estanco. Cierre el recipiente y
consérvelo en lugar fresco.

Tubos :
Corte el fondo y transvase el contenido a un recipiente dotado de un sistema de cierre estanco.
Después corte el tubo en el sentido de su longitud, despegue todas las materias adheridas al interior
del tubo y mézclelas cuidadosamente con el resto del contenido. Conserve el recipiente en lugar
fresco.

Leche en polvo rica en materia grasa
Leche en polvo

Leche semidesnatada en polvo

Leche desnatada en polvo

Transvase la leche en polvo a un recipiente limpio y seco (con cierre estanco) con una capacidad
equivalente al doble del volumen del polvo. Cierre inmediatamente el recipiente y mezcle intima-
mente la leche en polvo agitindolo y dindole vueltas sucesivamente. Durante la preparacién de la
muestra se ha de evitar, siempre que sea posible, exponer la leche en polvo al aire atmosférico, para
reducir al minimo la absorcién de agua.

REACTIVOS
Agua

Cuando se utilice el agua para soluciones, disoluciones o lavados, se ha de utilizar agua destilada,
agua desmineralizada o agua de una pureza al menos equivalente.

Cuando utilicemos el término «solucién» o «disolucién» sin otra indicacién, nos referiremos a
solucidn en el agua o disolucion en el agua.

Productos quimicos

Todos los productos quimicos utilizados han de ser de calidad analitica reconocida, salvo
especificaciones especiales.
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3.2

4.1

4.2

EQUIPO

Lista de aparatos

Las listas de aparatos sélo contienen los articulos de uso especializado y los articulos de
especificacion especial.

Balanza analitica
El término «balanza analitica» hace referencia a una balanza capaz de pesar con un aprecisién
minima de 0,1 mg.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Cilculo del porcentaje

Salvo especificacion en contra, el resultado se calculard en porcentaje de la masa de la prueba
analizada en el laboratorio.

Nimero de cifras significativas

Los resultados no contendrdn un numero de cifras significativas superior al justificado por la
precisién del método de anélisis utilizado.

REDACCION DEL ACTA DE LA PRUEBA

En el acta de la prueba se indicard el método de andlisis utilizado asi como los resultados obtenidos.
Ademis, ha de mencionar todos los detalles del procedimiento, no especificados en el método de
analisis o facultativos, asi como las condiciones susceptibles de haber influenciado el resultado
obtenido.

El actta de la prueba deber4 suministrar todas las informaciones necesarias para la identificacion
completa de la muestra.

METODO 1: DETERMINACION DEL CONTENIDO EN MATERIA SECA

(Cdmara calefactora a 99 °C)

AMBITO DE APLICACION

Este método permite determinar el contenido en materia seca de los siguientes tipos de leche:

— leche evaporada rica en materia grasa,
— leche evaporada,

— leche semidesnatada evaporada,

— leche desnatada evaporada,

— leche condensada,

— leche semidesnatada condensada,

— leche desnatada condensada.

DEFINICION

Materia seca de la leche evaporada o de la leche condensada: materia seca determinada por el
método especificado.

PRINCIPIO DEL METODO

Una cantidad conocida de la muestra se diluye con agua, luego se mezcla con arena y se deseca a una
temperatura de 99 + 1 °C. La masa obtenida tras desecacién constituye la masa de materia seca. La
materia seca se expresa en porcentaje de la masa de la muestra.

REACTIVOS

Arena de cuarzo o arena de mar (tamafio de los granos: 0,18—05 mm, tratada con 4cido
clorhidrico, pasada a través de un tamiz de 500 micras y retenida por un tamiz de 180 micras). Ha
de corresponder al test de control que se indica a continuacién:
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5.1,

5.2

5.3.

5.4

5.5

5.6

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

Calentar unos 25 g de arena durante 2 horas en la camara calefactora (punto 5.3), tal como se
indica en los puntos 6.1 a 6.3. Afadir 5 ml. de agua, calentar de nuevo en la cimara calefactora
durante 2 horas, enfriar y volver a pesarlos. La diferencia entre los dos pesajes no ha de ser superior
a 0,5 mg.

Llegado el caso, tratar la arena durante 3 dias con acido clorhidrico al 25% ; mezclar de vez en
cuando. Lavarla con agua hasta que desaparezca la reaccién icida o hasta que el agua del lavado
esté exenta de cloruro. Secarla a 160 °C y repetir ¢l test tal como indicado anteriormente.

EQUIPO

Balanza analitica

Cipsulas metilicas, preferentemente de niquel, de aluminio o de acero inoxidable. Las cdpsulas han
de estar dotadas de tapaderas que se adapten perfectamente pero que puedan ser ficilmente
levantadas. Las dimensiones mas idéneas son: didmetro de 60 a 80 mm, profundidad de unos
25 mm.

Cimaras calefactoras de deseacidn a presion atmosférica, bien ventiladas y controladas por
termostato, con la temperatura regulada a 99 + 1 °C. Es muy importante que la temperatura del
conjunto de la camara calefactora sea uniforme.

Aparato desecador equipado de un indicador higrométrico, lleno de gel de silice activado
recientemente o de un desecante equivalente.

Cortas barritas de vidrio, una de cuyas extremidades sera plana y de una longitud similar 2 las
dimensiones interiores de las cdpsulas metélicas (punto 5.2).

Bafio de agua hirviendo.

MODO DE OPERACION

Coloque en la capsula (punto 5.2) unos 25 g. de arena (punto 4) y una corta barrita de vidrio (punto
5.5).

Caliente la cdpsula, la tapadera y el contenido, con la tapadera levantada, durante 2 horas en la
cimera calefactora (punto 5.3).

Coloque de nuevo la tapadera en la cdpsula y pase ésta al aparato desecador (punto 5.4). Deje
enfriar a temperatura ambiente y pese con una precision minima de 0,1 mg. (Mo).

Inclinando la tapadera, amontone la arena en un lado de la cdpsula. Introduzca en el espacio libre
que queda aproximadamente 1,5 g de la muestra si se trata de leche condensada azucarada y 3,0 g si
se trata de leche condensada no azucarada. Vuelva a colocar la tapadera y pese con una precision
minima de 0,1 mg (M,).

Retire la tapadera, afiada 5 ml de agua y mezcle los liquidos con la barrita de vidrio (punto 5.5),
luego la arena y la parte liquida. Deje la barrita en la mezcla.

Coloque la capsula en el bafio de agua hirviendo (punto 5.6) hasta que el agua se evapore
(generalmente unos 20 minutos). Remueva la mezcla de vez en cuando con la barrita para que la
masa se airee bien y no se aglutine tras la desecacion. Coloque la barrita en el interior de la
cépsula.

Coloque la capsula y la tapadera durante 1 h 30 en la cimara calefactora.

Vuelva a ponter la tapadera, transfiera la capsula al aparato desecador y déjela que se enfrie alli
hasta alcanzar la temperatura ambiente ; pese con una precisién minima de 0,1 mg.

Destapar la capsula y calentarla, junto con su tapadera, durante 1 hora en la cdmara calefactora.
Repita la operacion del punto 6.8.

Repita las operaciones descritas en los puntos 6.9 y 6.8 hasta que entre dos pesajes sucesivos la
diferencia no sea superior a 0,5 mg o que aumente la masa. En este ultimo caso, emplee el pesaje con
la masa mas baja que se obtuvo en los cdlculos (punto 7.1). Asegurese de que el peso final anotado
sea M,g.
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7.1

7.2

8.1

8.2

8.3

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de calculo

El contenido en materia seca, expresado en porcentaje de la masa de muestra, se indica segin la
formula:

M, - M, 100
— % X
M, - M,
en donde:
M, = masa, en gramos, de la cdpsula, de su tapadera y de la arena, tras la operacion del
punto 6.3.
M, = masa, en gramos, de la tapa, de la capsula, de la arena y de la muestra tras la operacion del
punto 6.4.
M, = masa, en gramos, de la tapadera, de la cipsula, de la arena y de la muestra desecada, tras la

operaci6n del punto 6.11.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas, efectuadas simultaneamente o
inmediatamente una después de otra segiin el mismo analisis de la misma muestra y en las mismas
condiciones, no ha de exceder 0,2 g de materia seca por 100 g de producto.

CALCULO DEL CONTENIDO EN MATERIAS SOLIDAS TOTALES Y DEL CONTENIDO
EN MATERIAS SOLIDAS NO GRASAS EN LA LECHE

El contenido en materia solida total de los distintos tipos de leche condensada viene dado por:

— el contenido en materia seca total (obtenido segin el método 1 (anexo II)),
— el contenido en sacarosa (obtenido segiin el método 5 (anexo II)).

El contenido en materia sélida no grasa de los distintos tipos de leche evaporada viene dado por:

— el contenido en materia seca total (obtenido segin el método 1 {anexo II)),
— el contenido en sacarosa (obtenido segun el método § (anexo II)),
— el contenido en materia grasa (obtenido segiin el método 3 (anexo II)).

El contenido en materia sélida no grasa de los distintos tipos de leche evaporada viene dado por:

— el contemdo en materia seca total (obtenido segin el método J (anexo 1)),
— el contenido en materia grasa (obtenido segun el mérodo 3 (anexo 1)).

METODO 2: DETERMINACION DEL CONTENIDO EN HUMEDAD

(Camara calefactora a 102 °C)

AMBITO DE APLICACION

Este método permite determinar la pérdida de masa durante el proceso de desecado de los tipos de
leche citados a continuacién:

— leche en polvo rica en materia grasa,

— leche en polvo,

— leche semidesnatada en polvo,

— leche desnatada en polvo.

DEFINICION

Contenido en humedad: pérdida de masa durante el proceso de desecado determinado por el
método especificado.

PRINCIPIO DEL METODO

La masa residual de la parte de prueba se determina tras desecado a presion atmosférica en una
cdmara calefactora a 102 + 1 °C hasta obtencién de una masa constante. La pérdida de masa se
calcula en porcentaje de la masa de muestra.
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4.4.1

4.2

4.3

4.4

5.1

5.2

5.3

5.4.

5.5

5.6

5.7

5.8

6.1

6.2

EQUIPO
Balanza analitica

Cipsulas, de preferencia de cristal, de niquel, de aluminio o de acero inoxidable. Las capsulas han
de estar dotadas de tapaderas que se adapten perfectamente pero que pueden ser ficilmente
levantadas. Las dimensiones mas idéneas son: didmetro de 60 a 80 mm, profundidad de unos
25 mm.

Cémara calefactora a presién atmosférica, bien ventiladas y controladas por termostato, con la
temperatura regulada a 102+ 1 °C. Es muy importante que la temperatura del conjunto de la
camara calefactora sea uniforme.

Aparato desecador equipado de un indicador higrométrico, lleno de gel de silice activado
recientemente o de un desecante equivalente.

MODO DE OPERACION

Quite la tapadera de la capsula (punto 4.2) y coloque tapadera y cdpsula en la cimara calefactora
(punto 4.3) durante 1 hora.

Vuelva a poner la tapadera, transfiera la capsula al aparato desecador (punto 4.4) y deje que se
enfrie alli hasta alcanzar la temperatura ambiente ; pese con una precisién de 0,1 mg (Mo).

Coloque en la capsula unos 2 g de muestra de leche seca, ponga la tapadera sobre la cdpsula y
proceda rapidamente pesar la capsula equipada de su tapadera con una precision de 0,1 mg (M,).

Retire la tapadera y coloque cipsula y tapadera durante 2 horas en la camara calefactora.

Ponga de nuevo la tapadera, transfiera la capsula tapada al aparato desecador y deje que se enfrie
alli hasta alcanzar la temperatura ambiente ; pese rapidamente con una precisién de 0,1 mg.

Destape la capsula y caliéntela, junto con su tapadera, durante 1 hora en la cdmara calefactora.
Repita la operacion del punto 5.5.

Repita las operaciones de los puntos 5.6 y 5.5 hasta que los sucesivos pesajes no difieran en mas de
0,5 mg o que la masa aumente. En este altima caso, emplee el pesaje con la masa mas baja que
obtuvo en los calculos (punto 6.1). Asegurese de que el peso final anotado sea M.g.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de cilculo

Calcule la pérdida de masa de la muestra durante el proceso de desecado, expresada en porcentaje de
la masa, utilizando la férmula:

M,-M,

—1- =2 x 100

M, - M,

en donde:

M, = masa, en gramos, de la cipsula y de su tapadera, tras la operacién del punto 5.2.

M, = masa, en gramos, de la cdpsula, de su tapadera y de la muestra, tras la operacién del
punto 5.3. -

M, = masa, en gramos, de la capsula, de la tapadera y de la muestra final, tras la operacién del
punto 5.5.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas, efectuadas simultineamente o
immediatamente una después de la otra segtin el mismo anélisis de la misma muestra y en las mismas
condiciones, no ha de exceder 0,1 g de agua por 100 g de producto.
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METODO 3: DETERMINACION DEL CONTENIDO EN MATERIA GRASA
(METODO ROSE-GOTTLIEB)

1. AMBITO DE APLICACION

Este método permite determinar el contenido en materia grasa de los siguientes tipos de leche :

— leche evaporada rica en materia grasa,
— leche evaporada,

— leche semidesnatada evaporada,

— leche desnatada evaporada,

— leche condensada,

— leche semidesnatada condensada,

— leche desnatada condensada.

2, DEFINICION

Contenido en materia grasa de los distintos tipos de leche evaporada o de leche condensada: el
contenido en materia grasa determinado por el método especificado.

3. PRINCIPIO DEL METODO

El contenido en materia grasa se determina por extraccién de la materia grasa de una solucién
amoniacal-alcohélica de la muestra con ayuda de 6xido dietilico y de éter de petroleo, evaporacion
de los disolventes, pesaje de los residuos y calculo en procentaje de la muestra, segun el método
Rase-Gottlieb.

4, REACTIVOS

Todos los reactivos han de conformarse con las condiciones requieridas en la prueba simulada
(punto 6.1). Llegado el caso, podra destilarse de nuevo los reactivos en presencia de 1 g de grasa de
mantequilla por 100 ml de disolvente.

4.1 Solucién de amoniaco, mas o menos 25% {m/m) de NH, (densidad a 20 °C, unos 0,91 g/ml) o una
solucién mas concentrada de una concentracién conocida.

4.2 Etanol a2 96 + 2% (v/v) o, en su ausencia, etanol desnaturalizado con metanol, etilmetilcetona o éter
de petrdleo.

4.3 Oxido dietilico, exento de peréxidos.

Nota 1

Para asegurarse de que el éxido dietilico estd exento de perdxidos, anadir a 10 ml de éxido
contenidos en una pequefia probeta con tapén, de vidrio, enjuagada previamente con un poco de
éxido dietilico 1 ml, de una solucién con un 10% de yoduro de potasio, recientemente preparada.
Agitar y dejar reposar durante 1 minuto. No ha de aparecer coloracién amarilla alguna en ninguna
de las dos capas.

Nota 2

El 6xido dietilico puede ser mantenido exento de perdxidos adicionando una hoja de cinc htimeda
previamente sumergida durante 1 minuto en una solucién 4cida diluida de sulfato de cobre y
posteriormente lavada con agua. Para 1 litro de éxido dietilico, utilizar unos 8 000 mm? de hoja de
cinc, cortada en bandas suficientemente largas para llegar a la mitad del recipiente como minimo.

4.4 Eter de petréleo, destilante entre 30 y 60 °C.
4.5 Mezcla de disolventes, preparada inmediatamente antes de su empleo mediante la mezcla de igual

volumen de éxido dietilico (punto 4.3) y de éter de petréleo (punto 4.4). (Se puede sustituir la
mezcla de disolventes, siempre que sea indicado, por el 6xido dietilico o por el éter de petréleo. ).

5. EQUIPO
51 Balanza analitica
5.2 Tubos o frascos de extraccién apropiados, dotados de tapones de vidrio esmerilado, o de otro tipo

de cierre insensible a la accién de los disolventes empleados.

5.3 Frascos de fondo plano y pared delgada, de 150 a 250 ml de capacidad.
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5.4. Cimara calefactora de desecado a presion atmosférica, bien ventilada, controlada por termostato
(temperatura a 102 + 1 °C).

5.5. Granulos destinados a facilitar la ebullicion, exentos de materia grasa, no porosos, no desmenuza-
bles, como por ejemplo perlas de vidrio o trocitos de carburo de silicio (el empleo de estos granulos
es facultativo ; ver al respecto el punto 6.2.1).

5.6. Sifon correspondiente a los tubos de extraccion.
5.7. Centrifugadora.

6. MODO DE OPERACION

6.1. Prucba simulada

Al tiempo que efectia la determinacion de la materia grasa de la muestra, efectué una prueba
simulada con 10 ml de agua utilizando el mismo tipo de aparato de etraccién, los mismos reactivos
en las mismas proporciones y el mismo modo de operacién que el descrito a continuaidn, salvo el
punto 6.2.2. Si el valor de la prueba simulada es superior a 0,5 mg, habra que verificar los reactivos
y ¢l o los reactivos impuros habran de ser purificados o sustituidos.

6.2. Dosificacién

6.2.1. Seque el frasco (punto 5.3) (eventualmente después de haber depositado los materiales (punto 5.5)
facilitando una ebullicion moderada durante 1a evaporacion de los disolventes) en la ciamara
calefactora (punto 5.4) durante una media hora a 1 hora. Deje enfriar el frasco hasta que adquiera la
temperatura de la sala de las balanzas y pese el frasco ya enfriado, con una precisién de 0,1 mg.

6.2.2. Agite la muestra preparada de 5 g y pese inmediatamente después con una precisién de 1 mg,
directamente o por diferencia, 4 g de leche evaporada o 2a 2,5 g de leche condensada en el aparato
de extraccién (punto 5.2). Afiada agua hasta un volumen de 10,5 ml y agite suavemente calentando
al mismo tiempo ligeramente (40 a 50° C) hasta la total dispersion del producto. La muestra ha de
estar totalmente dispersada ya que en caso contrario habra que repetir la determinaci6n.

6.2.3. Afiada 1,5 ml de la solucién de amoniaco (25%) (punto 4.1) 0 un volumen correspondiente de una
solucion mas concentrada y mezclar convenientemente.

6.2.4. Afiada 10 ml de etanol (punto 4.2) y mezcle los liquidos suavemente, pero totalmente, en el aparato
de extraccién que se mantuvo abierto.

6.2.5. Aiada 25 ml de o6xido dietilico (punto 4.3). Enfrie si necesario el aparato bajo el agua corriente.
Cierre el aparato, agitelo enérgicamente y déle la vuelta en varias ocasiones durante 1 minuto.

6.2.6. Retire ¢l tapén con precaucién y afiada 25 ml de éter de petréleo (punto 4.4) utilizando los primeros
mililitros para enjuagar el tapon y el interior del cuello del aparato y dejando que se deslicen los
liquidos de enjuague al interior del aparato. Cierre el aparato volviendo a colocar el tapén, agite y
dé vueltas al aparato en varias ocasiones durante 30 segundos. Si no se prevé centrifugado durante la
operacién indicada en el punto 6.2.7, no lo agite demasiado enérgicamente.

6.2.7. Deje reposar el aparato hasta que la capa liquida superior se vuelva nitida y se separe claramente de
la fase acuosa. Se puede realizar también la separacién con ayuda de una centrifugadora adecuada.
(punto 5.7)

Nota

Si se utiliza una centrifugadora cuyo motor no es trifésico, pueden producirse chispas y por ello
habr4 que estar atento para evitar una explosién o un incendio como consecuencia de la presencia de
vapores de érer (en caso de ruptura de un tubo, por ejemplo).

6.2.8. Retire el tapén y enjuiguelo, asi como el interior del cuello del aparato, con unos mililitros de la
mezcla de disolventes (punto 4.5) y deje que los liquidos del enjuague se deslicen al interior del
aparato. Transvase con mucho cuidado, lo mas que pueda, la capa superior al frasco (punto 6.2.1)
mediante decantacién o con ayuda de un sifén (punto 5.6).

Nota
Si el transvase no se realiza con ayuda de un sifén, peude ser que necesitemos afiadir un poco de
agua para realzar la separacién de las dos capas con el fin de facilitar la decantaci6n.

6.2.9. Enjuague el interior y el exterior del cuello del aparato o la punta y la parte inferior del sifén con
unos mililitros de la mezcla de disolventes. Deje que los liquidos del enjuague del exterior del
aparato se deslicen al interior del frasco y que los del interior del cuello y del sifén se deslicen al
interior del aparato de extraccion.
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6.2.10.

6.2.11.

6.2.12.

6.2.13.

6.2.14. .

6.2.15.

6.2.16.

6.2.16.1.

6.2.16.2.

7.1.

7.2.

Proceda a una segunda extraccién repitiendo las operaciones descritas en los puntos 6.2.5 a 6.2.9
incluido, pero utilizando uinicamente 15 ml de 6xido dietilico y 15 ml de éter de petréleo.

Efectiie una tercera extraccion procediendo tal como se indica en el punto 6.2.10, pero sin realizar el
enjuague final (punto 6.2.9)

Nota
En el caso de la leche desnatada evaporada y de la leche desnatada condensada, no es necesario
efectuar esta tercera extraccion.

Elimine con cuidado por evaporacion o destilacién el miximo de disolvente (incluido el etanol). Si el
frasco fuera de pequefia capacidad, habrd que eliminar un poco de disolvente de la manera
anteriormente indicada tras cada extraccion.

Cuando ya no exista olor alguno de disolvente, caliente el frasco, acostado, durante 1 hora, en la
cdmara calefactora.

Retire el frasco de la cdmara calefactora, déjelo enfriar hasta que adquiera la temperatura de la sala
de las balanzas y pese con precisién de 0,1 mg.

Repita las operaciones de los puntos 6.2.13 y 6.2.14 calentando por periodos de 30 a 60 minutos
hasta que dos pesajes sucesivos sélo difieran en menos de 0,5 mg o que aumente la masa. En este
iltimo caso, emplee el pesaje mis bajo que obtuvo en los cdlculos (punto 7.1). Asegiirese de que el
peso final anotado sea M;g.

Anada 15 a 25 ml de éter de petrSleo para verificar si la materia extraida es totalmente soluble.
Caliente ligeramente y agite el disolvente mediante un movimiento circular hasta que se disuelva
toda la materia grasa.

Si la materia extraida es totalmente soluble en éter de petréleo, la masa de materia grasa es la
diferencia entre el pesaje del punto 6.2.1 y el pesaje del punto 6.2.15.

Si aparecieran materias insolubles o siempre en caso de duda, extraiga completamente la materia
grasa contenida en los frascos mediante repetidos lavados con éter de petréleo caliente, dejando que
la materia no disuelta se deposite antes de cada decantacidon. Enjuague tres veces el exterior del
cuello del frasco. Caliente el frasco, acostado, durante 1 hora en la cdmara calefactora y déjelo que
se enfrie tal como se indicé anteriormente (punto 6.2.1) hasta que adquiera la temperatura de la sala
de las balanzas ; pese con una precision de 0,1 mg. I.a masa de la materia grasa es la diferencia entre
el pesaje del punto 6.2.15 y este pesaje final.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de célculo
La masa expresada en gramos de la materia grasa extraida viene dada por la siguiente férmula:
(M; — M;) — (B, — By)

y el contenido en materia grasa de la muestra, expresado en porcentaje, por la férmula:

(M, — M) — (B, — B)) 100
S
en donde:
M; = masa, en gramos, del frasco M conteniendo la materia grasa tras la operacién del punto
6.2.15.
M, = masa, en gramos, del frasco M tras la operacién del punto 6.2.1 o, en el caso de que

aparezcan materias insolubles o en caso de duda, tras la operaci6n del punto 6.2.16.2.
B, = masa, en gramos, del frasco B de la prueba simulada tras la operacién el punto 6.2.15.

B, = masa, en gramos, del frasco B, tras la operacién del punto 6.2.1 o, en el caso de que
aparezcan materias insolubles o en caso de duda, tras la operacién del punto 6.2.16.2.

S = masa, en gramos, de la toma de prueba utilizada.
Repetibilidad
La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simultdneamente o inmediata-

mente una después de la otra por el mismo analista sobre la misma muestra y en las mismas
condiciones, no ha de exceder 0,05 g de materia grasa por 100 g de producto.
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4.1

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

METODO 4: DETERMINACION DEL CONTENIDO EN MATERIA GRASA
(METODO ROSE-GOTTLIEB)

AMBITO DE APLICACION

Este método permite determinar el contenido en materia grasa de las siguientes leches:

— leche en polvo rica en materia grasa,
— leche en polvo,

— leche semidesnatada en polvo,

— leche desnatada en polvo.

DEFINICION

El contenido en materia grasa de los distintos tipos de leche en polvo es el contenido en materia
grasa determinado por el método especificado.

PRINCIPIO DEL METODO

El contenido en materia grasa se determina por extraccidon de la materia grasa de una solucién
amoniacal-alcohélica de la muestra con ayuda de 6xido dietilico y de éter de petréleo, evaporacion
de los disolventes, pesaje de los residuos y célculo en porcentaje de la masa de la muestra, segtn el
principio del método de Rose-Gottlieb.

REACTIVOS

Todos los reactivos han de conformarse con las condiciones requeridas en la prueba simulada (punto
6.1). Llegado el caso, podr4 destilarse de nuevo los reactivos en presencia de 1g de grasa de
mantequilla por 100 ml de disolvente.

Solucién de amoniaco, mis o menos 25% (m/m) de NH; (densidad a 20 °C, unos 0,91 g/ml) una
solucién mas concentrada de una concentracién conocida.

Etanol, a 96 + 2% (v/v) o, en su ausencia, etanol desnaturalizado con metanol, etilmetilcetona o
éter de petroleo.

Oxido dietilico, exento de peréxidos.

Nota 1

Para asegurarse de que el oxido dietilico esti exento de peréxidos, afiadir a 10 ml de éxido
contenidos en una pequeiia probeta con tapén, de vidrio, enjuagada previamente con un poco de
6xido dietilico, 1 ml de una solucién con un 10% de yoduro de potasio, recientemente preparada.
Agitar y dejar reposar durante 1 minuto. No ha de aparecer coloracién amarilla alguna en ninguna
de las dos capas.

Nota 2

El 6xido dietilico puede, ser mantenido exento de peréxidos adicionando un ahoja de cinc himeda
previamente sumergida durante 1 minuto en una solucién 4cida diluida de sulfato de cobre y
posteriormente lavada con agua. Para 1 litro de oxido dietilico, utilizar unos 8 000 mm? de hoja de
cinc, cortada en bandas suficientemente largas para llegar a la mitad del recipiente como minimo.

Eter de petroleo, destilante entre 30 y 60 °C.
Mezcla de disolventes, preparada inmediatamente antes de su empleo mediante la mezcla de igual

volumen de o6xido dietilico (punto 4.3) y de éter de petrdleo (punto 4.4). (Se puede sustituir la
mezcla de disolventes, siempre que sea indicado, por el 6xido dietilico o por el éter de petréleo.)

EQUIPO

Balanza analitica

Tubos o frascos de extraccion apropiados, dotados de tapones de vidrio esmerilado, o de otro tipo
de cierre insensible a la accién de los disolventes empleados.

Frascos de fondo plano y pared delgada, de 150 a 250 ml de capacidad.

Céamara calefactora de desecado a presién atmosférica, bien ventilada, controlada por termostato
(temperatura a 102 + 1 °C).
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5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

6.1.

6.2,

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

Granulos destinados a facilitar la ebullicion, exentos de materia grasa, no porosos, no desmenuza-
bles, como por ejemplo perlas de vidrio o trocitos de carburo de silicio (el empleo de estos granulos
es facultativo; ver al respecto el punto 6.2.1).

Bafio de agua a 60—70 °C.
Sifén correspondiente a los tubos de extraccion.

Centrifugadora.

MODO DE OPERACION

Prueba simulada

Al tiempo que efectua la determinacién de la materia grasa de la muestra, efectie una prueba
simulada con 10 ml de agua utilizando el mismo tipo de aparato de extraccién, los mismos reactivos
en Jas mismas proporciones y el mismo modo de operacion que el descrito a continuacién, salvo el
punto 6.2.2. Si el valor de la prueba simulada es superior a 0,5 mg, habra que verificar los reactivos
y el o los reactivos impuros habrin de ser purificados o sustituidos.

Dosificacién

Seque el frasco (punto 5.3) (eventualmente después de haber depositado los materiales {punto 5.5)
facilitando una ebullicion moderada durante la evaporacion de los disolventes) en la cdmara
calefactora (punto 5.4) durante una media hora a 1 hora. Deje enfriar el frasco hasta que adquiera la
temperatura de la sala de las balanzas y pese el frasco ya enfriado, con una precisién de 0,1 mg.

En el aparato de extraccién (punto 5.2) pese con una precision de 1 mg, bien directamente, bien por
diferencia, aproximadamente 1 g de leche en polvo o 1,5 g de leche semidesnatada en polvo o de
leche desnatada en polvo. Afiada 10 m! de agua y agite hasta la total dispersion de la leche (en
algunas muestras habrd que proceder a calentarlas).

Afada 1,5 ml de la solucién de amoniaco (25%) (punto 4.1) o un volumen correspondiente de
una solucién més concentrada y calentar al bafio de agua (punto 5.6) durante 15 minutos, de
60 a 70 °C, agitando de vez en cuando. Posteriormente enfriarlo, por ejemplo mediante agua
corriente.

Anada 10 m! de etanol (punto 4.2) y mezcle los liquidos suavemente, pero totalmente, en el aparato
de extraccién que se mantuvo abierto.

Afada 25 ml de 6xido dietilico (punto 4.3). Enfrie, si necesario, el aparato bajo el agua corriente.
Cierre el aparto, agitelo enérgicamente y déle la vuelta en varias ocasiones durante 1 minuto.

Retire el tapén con precaucién y afiada 25 ml de éter de petréleo (punto 4.4) utilizando los primeros
mililitros para enjuagar el tapén y el interior del cuello del aparato y dejando que se deslicen los
liquidos en enjuague al interior del aparato. Cierre el aparato volviendo a colocar el tapon, agite y
dé vueltas al aparato en varias ocasiones durante 30 segundos. Si no se prevé centrifugado durante la
operacidn indicada en el punto 6.2.7, no lo agite demasiado enérgicamente.

Deje reposar el aparato hasta que la capa liquida superior se vuelva nitida y se separe claramente de
la fase acuosa. Se puede realizar también la separacién con ayuda de una centrifugadora adecuada.
(punto 5.7)

Nota

Si se utiliza una centrifugadora cuyo motor no es trifdsico, pueden producirse chispas y por ello
habr4 que estar atento para evitar una explosién o un incendio como consecuencia de la presencia de
vapores de éter (en caso de ruptura de un tubo, por ejemplo).

Retire el tapdn y enjudguelo, asi como el interior del cuello del aparato, con unos mililitros de la
mezcla de disolventes (punto 4.5} y deje que los liquidos del enjuague se deslicen al interior del
aparato. Transvase con mucho cuidado, lo mis que pueda, la capa superior al Frasco (punto 6.2.1)
mediante decantacién o con ayuda de un sifén (punto 5.6).

Nota
Si el transvase no se realiza con ayuda de un sifén, puede ser que necesitemos afiadir un poco de
agua para realzar la separacién de las dos capas con el fin de facilitar la decantacion.

Enjuague el interior y el exterior del cuello del aparato o la punta y la parte inferior del Sifon con
unos mililitros de la mezcla de disolventes. Deje que los liquidos del enjuague del exterior del
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6.2.10.

6.2.11.

6.2.12.

6.2.13

6.2.14.

6.2.15.

6.2.16.

6.2.16.1.

6.2.16.2.

7.1.

aparato se deslicen al interior del frasco y que los del interior del cuello y del sifén se deslicen al
interior del aparato de extraccién.

Proceda a una segunda extraccién repitiendo las operaciones descritas en los puntos 6.2.5 a 6.2.9
incluido, pero utilizando dnicamente 15 ml de 6xido dietilico y 15 ml de eater de petréleo.

Efectie una tercera extraccion procediendo tal como se indica en el punto 6.2.10, pero sin realizar el
enjuague final (punto 6.2.9)

Nota
En el caso de polvos de leche desnatada, no es necesario realizar la tercera extraccion.

Elimine con cuidado por evaporacion o destilacion el maximo de disolvente (incluido el etanol). Si el
frasco fuera de pequefia capacidad, habri que eliminar un poco de disolvente de la manera
anteriormente indicada tras cada extraccion.

Cuando ya no exista olor alguno de disolvente, caliente el frasco, acostado, durante 1 hora, en la
cidmara calefactora.

Retire el frasco de la camara calefactora, déjelo enfriar hasta que adquiera la temperatura de la sala
de las balanzas y pese con precision de 0,1 mg.

Repita las operaciones de los puntos 6.2.13 y 6.2.14 calentando por periodos de 30 a 60 minutos
hasta que dos pesajes sucesivos sélo difieran en menos de 0,5 mg o que aumente la masa. En este
ultimo caso emplee el pesaje mis bajo que obtuvo en los cilculos (punto 7.1). M; es la masa
obtenida en g. \

Anada 15 a 25 ml de éter de petrdleo para verificar si la materia extraida es totalmente soluble.
Caliente ligeramente y agite el disolvente mediante un movimiento circular hasta que se disuelva
toda la materia grasa.

Si la materia extraida es totalmente soluble en éter de petréleo, la masa de materia grasa es la
diferencia entre el pesaje del punto 6.2.1 y el pesaje del punto 6.2.15.

Si aparecieran materias insolubles o siempre en caso de duda, extraiga completamente la materia
grasa contenida en los frascos mediante repetidos lavados con éter de petréleo caliente, dejando que
la materia no disuelta se deposite antes de cada decantaciéon. Enjuague tres veces el exterior del
cuello del frasco. Caliente el frasco, acostado, durante 1 hora en la cdmara calefactora y déjelo que
se enfrie tal como se indic6 anteriormente (punto 6.2.1) hasta que adquiera la temperatura de la sala
de las balanzas ; pese con una precisién de 0,1 mg. La masa de la materia grasa es la diferencia entre
el pesaje del punto 6.2.15 y este pesaje final.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de célculo
La masa expresada en gramos de la materia grasa extraida viene dada por la siguiente férmula:
M; - M) - (B, - By)

y el contenido en materia grasa de la muestra, expresado en porcentaje, por la férmula:

M, = My) - (By = By) , 100
S
en donde:
M,; = masa, en gramos, del frasco M conteniendo la materia grasa tras la operacién del punto
6.2.15.
M; = masa, en gramos, del frasco M tras la operacion del punto 6.2.1 o, en el caso de que

aparezcan materias insolubles o en caso de duda, tras la operacién del punto 6.2.16.2.
B, = masa, en gramos, del frasco B de la prueba simulada tras la operacién del punto 6.2.15.

B, = masa, en gramos, del frasco B, tras la operacién del punto 6.2.1 o, en el caso de que
aparezcan materias insolubles o en caso de duda, tras la operacién del punto 6.2.16.2.

S = masa, en gramos, de la toma de prueba utilizada.
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7.2.

4.1.

4.2,

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2,

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de los determinaciones efectuadas simultdneamente o inmediata-
mente una después de la otra por el mismo analista sobre la misma muestra y en las mismas
condiciones, no ha de exceder 0,2 g de materia grasa por 100 g de producto, salvo en el caso de la

leche desnatada en polvo, en donde la diferencia no ha de exceder 0,1 g de materia grasa por 100 g
de producto.

METODO 4: DETERMINACION DEL CONTENIDO EN SACAROSA
(METODO POLARIMETRICO)

AMBITO DE APLICACION
Este método permite determinar el contenido en sacarosa de los siguientes tipos de leche:

— leche condensada,
— leche semidesnatada condensada,
— leche desnatada condensada.

Las muestras no han de contener azicar modificado.

DEFINICION

El contenido en sacarosa de los distintos tipos de leche condensada es el contenido en sacarosa
determinado por el método especificado.

PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa en el principio de la inversion de Clerget: un tratamiento suave mediante un acido
hidroliza completamente la sacarosa. La lactosa y los restantes azicares no son practicamente
hidrolizados. El contenido en sacarosa se deduce del cambio del poder rotatorio de la solucién.

Para ello se prepara un liquido filtrado de la muestra, sin mutarrotacion debida a la lactosa,
tratando la solucién con amoniaco, mediante neutralizacién y purificacién mediante sucesivas
adiciones de soluciones de acetato de cinc y de hexaferrocianuro de potasio.

En una parte del liquido filtrado, la sacarosa se hidroliza en condiciones determinadas.

Partiendo de los poderes rotatorios del liquido filtrado antes y después de la inversién, se calcula el
contenido en sacarosa mediante unas férmulas.

REACTIVOS

Solucién de acetato deA cinc, M: disolver 21,9g de acetato de cinc cristalizado Zn
(C,H;0,), -2H,0 y 3 ml de dcido acérico glacial en agua y completar hasta 100 ml.

Solucién de hexaferrocianuro (II) de potasio, 0,25 M: disolver 10,6 g de hexaferrocianuro (II) de
potasio K,[Fe(CN)] * 3H,0 en agua y completar hasta 100 ml.

Solucién de 4cido clorhidrico 6,35 + 0,20 M (20 a 22%) 0 5,0 + 0,2 M (16 a 18%).
Solucién diluida de amoniaco 2,0 + 0,2 M (3,5%).
Solucién diluida de 4cido acético 2,0 + 0,2 M (12%).

Indicador azu! de bromotimo!, solucién al 1% {m/v) en el etanol.

EQUIPO
Balanza analitica, sensibilidad 10 mg.

Tubo de polarimetro de 2 dm de longitud, calibrado exactamente.
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5.3.

5.4,

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

6.2.10.

6.2.11.

Polarimetro o sacarimetro:

a) Polarimetro de luz de sodio o de luz verde de mercurio (lampara de vapor de mercurio con
prisma o pantalla Wratten especial n® 77 A), que permita una lectura de una precisién como
minimo igual a 0,05 grados de angulo.

b) Sacarimetro con escala internacional, que utilice la Juz blanca que pasa a través de un filtro de
15 mm de solucién con un 6% de bicromato de potasio o bien luz de sodio y que permita la
lectura con una precision como minimo igual a 0,1 grados de la escala sacarimetrica
internacional.

Baiio de agua a una temperatura de 60 + 1 °C,

MODO DE OPERACION

Control de método

Con vistas a normalizar el método, los reactivos y los aparatos, se procedera a un control del
método tal como indicamos a continuacién mediante un doble anélisis de una mezcla de 100 g de
leche y 18 g de sacarosa pura o de 110 g de leche desnatada y 18 g de sacarosa pura que
corresponden a 40 g de leche condensada que contenga un 45% de sacarosa. Cualcular el contenido
en sacarosa con la ayuda de las formulas que se indican en el punto 7 utilizando la férmula 1, para
M, F, P, (la cantidad de leche pesada y el contenido en materia grasa y en proteinas de dicha leche)
¥, en la formula 2, para M, la cifra de 40 g. La media de los valores registrados ho ha de diferir de
dicho valor (45%) en mas de 0,2%.

Dosificacién

En un recipiente cilindrico de borde redondeado de vidrio y de 100 ml, pese exactamente, con un
margen de error de 10 mg, unos 40 g de la muestra convenientemente mezclada. Afiada SO ml de
agua caliente (80 a 90 °C) y mezcle cuidadosamente.

Transvase cuantitativamente la mezcla a un matraz graduado de 200 ml, enjuague el recipiente
cilindrico con sucesivas cantidades de agua a 60 °C, hasta que el volumen total sea de 120 a 150 ml.
Mezcle y deje enfriar a temperatura ambiente.

Afiada § ml de la solucién de amoniaco diluida (punto 4.4). Mezcle de nuevo y deje reposar durante
15 minutos.

Neutralice ¢l amoniaco afiadiendo una cantidad equivalente de la solucién diluida de 4cido acético
(punto 4.5). Determine previamente la cantidad exacta de ml mediante determinacién de la
graduacién de la solucién de amoniaco diluida utilizando el azil de bromotimol come indicador
(punto 4.6). Mezcle a continuacién.

Anada, mezclando suavemente por rotacién del matraz inclinado, 12,5 ml de solucién de acetato de
cinc (punto 4.1).

De la misma manera que para la solucién de acetato, afiada 12,5 ml de solucién de hexaferro-
cianuro (II) de potasio (punto 4.2).

Caliente el contenido del matraz hasta 20 °C y afiada agua (a 20 °C) hasta la linea graduada de
200 ml.

Nota

Hasta el momento, todas las adiciones de agua o de reactivos se realizardn evitando se formen
burbujas y, por esta misma razén, todas las mezclas se efectuarin mediante rotacién del matraz en
vez de por agitacidn violenta. Si se constata la presencia de burbujas antes de llegar a la rayita de
200 ml, podemos eliminarlas conectando el matraz con una bomba de vacio e imprimiéndole un
movimiento de rotacion.

Tape el matraz con un tapén seco y mezcle intimamente agitdndolo enérgicamente.

Déjelo reposar durante unos minutos, luego filtrelo a través de papel filtrante seco. Tire los
25 primeros ml del liquido filtrado.

Polarizacién directa: determinar la rotacién éptica del liquido filtrado a 20 + 1 °C.

Inversién: pipetee, en un matraz graduado de 50 ml, 40 ml del liquido filtrado obtenido de la
manera indicada anteriormente. Afiada 6,0 ml de 4cido clorhidrico 6,35 M o 7,6 ml de acido
clorhidrico 5,00 M (punto 4.3).

Coloque el matraz en un bafio de agua a 60 °C durante 15 minutos, estando sumergido el matraz
hasta donde empieza su cuello. Mezcle por rotacién durante los 5 primeros minutos durante los
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6.2.12.

7.1.

7.2,

cuales el contenido debera haber alcanzado la temperatura del bafio. Enfrie hasta 20 °C y rellene
con agua a 20 °C; mezcle y déjelo reposar durante 1 hora a esta temperatura.

Polarizacién tras inversién

Determinar el poder rotatorio de la solucién intervertida a 20 + 0,2 °C (cuando la temperatura T
del liquido contenido en el tubo de polarizacion difiera en mas de 0,2 °C durante la medicidn, se ha
de aplicar la correccién de temperatura indicada en el punto 7.2).

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de cilculo

Calcule el contenido en sacarosa con ayuda de las siguientes férmulas:

LV = SC(LO8F + 155P)

2. S D (;,ZSIXVVVXL)YMD/D

S = contenido en sacarosa

M = masa de la muestra expresada en g.

F = porcentaje de materia grasa de la muestra

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

V = volumen en ml en el que se diluye la muestra antes del proceso de filtrado

v = correccién expresada en ml para el volumen del precipitado formado durante el proceso de
purificado

D = lectura polarimétrica directa {polarizacién antes de inversion)

I = lectura polarimétrica tras inversién

L = longitud en dm del tubo del polarimetro

Q = factor de inversién cuyos valores se indican a continuacién.

Notas

a) Si pesamos exactamente 40 g de leche condensada y utilizamos un polarimetro de luz de sodio,
con escala en grados de dngulo y un tubo de polarimetro de 2 dm de longitud a 20,0 + 0,1 °C,
podemos calcular el contenido en sacarosa de las leches condensadas normales (C = 9) mediante
la siguiente férmula:

S =(D-1,251)(2,833 - 0,00612F - 0,00878 P)

b) Si efectuamos la medicion de la polarizacién tras inversion a temperatura diferente de 20 °C, las
cifras que obtengamos habra que multiplicarlos por:

(1 + 0,0037 (T - 20))
Valores del factor de inversién Q

Las férmulas siguientes dan unos valores precisos de Q segin las diversas fuentes de luz con
correcciones, dado el caso, para la concentracién 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 dngulo:
Q = 1,0392 + 0,0007 (C - 9) — 0,0039 (T - 20).

Luz blanca con pantalla de bicromato y sacarimetro con escala sacarimétrica internacional:
Q = 2,549 + 0,0017 (C - 9) - 0,0095 (T - 20).

En las férmulas anteriores:

C = porcentaje de azicares totales en la solucién intervertida, tras la lectura polarimérrica.
T = temperatura de la solucién intervertida durante la lectura con el polarimetro.
Nota 1

El porcentaje de aziicares totales C en la solucién intervertida puede calcularse a partir de la lectura
directa y de la variacién posterior a la inversién segun el método habitual, utilizando los valores
habituales de rotacién especifica de la sacarosa, de la lactosa y del azicar intervertido.,

La correccién 0,0006 (C — 9) etc. s6lo es exacta si C es aproximadamente igual a 9; dado que en el
caso de la leche condensada normal C es aproximadamente 9, se puede despreciar esta
correccion.
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7.3.

Nota 2

Las variaciones de temperatura de 1 °C respecto a 20 °C influencian ligeramente la lectura directa.
En cambio, en caso de existir variaciones de mas de 0,2 °C durante la lectura tras inversion, sera
necesario proceder a una correccién. La correccién - 0,0033 (T -20), etc. solo es exacta con
temperaturas comprendidas entre 18 y 22 °C.

Repetibilidad
La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simultidneamente o inmediata-

mente una después de la otra por el mismo analista y sobre la misma muestra y en las mismas
condiciones no sera superior a 0,3 g de sacarosa por 100 gramos de leche condensada.

METODO 6: DETERMINACION DEL CONTENIDO EN ACIDO LACTICO Y EN LACT ATOS

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2,

4.3.

4.4,

OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

Este método permite obtener el contenido en 4cido lictico y en lactatos de los siguientes tipos de
leche:

— leche en polvo rica en materia grasa,
— leche en polvo,

— leche parcialmente desnatada en polvo,
— leche desnatada en polvo,

DEFINICION

Contenido en écido lictico y en lactatos de los distintos tipos de leche en polvo: el contenido en
4cido lictico y en lactatos determinado por el método especificado.

PRINCIPIO DEL METODO

La materia grasa, las proteinas y la lactosa se eliminan simultidneamente de una solucién de la
muestra mediante la adicién de sulfato de cobre de hidréxido de calcio, y posterior filtrado.

El 4cido lictico y los lactatos del liquido filtrado se transforman en acetaldehido por accion del
dcido sulfirico concentrado en presencia de sulfato de cobre (11).

El contenido en 4cido lactico se determina por colorimetria utilizando p-hidroxidifenilo.

El contenido en 4cido lictico y en lactatos se expresa en mg de acido lictico por 100 g de materias
sdlidas no lipidicas.

REACTIVOS

Solucién de sulfato de cobre (II): disuelva 250 g de sulfato de cobre (I) (CuSOy - SH,0) en agua y
diluya a 1 000 ml.

Suspensién de hidréxido de calcio.

Triture 300 g de hidréxido de calcio [CA (OH) 2] en un mortero con agua, utilizando un total de

900 ml. La suspension ha de estar recientamente preparada antes de proceder a su utilizacién.

Triture 300 g de hidréxido de calcio [Ca (OH) 2] en un mortero con agua, utilizando un total de
1 400 ml. La suspensién ha de estar preparada recientemente antes de procecer a su utilizacién.

Solucién de 4cido sulfirico — sulfato de cobre (II): afiada a2 300ml de icido sulfirico
95,5 = 97,0% (m/m) de H,50,, 0,5 ml de la solucién de sulfato de cobre (I1) (punto 4.1).

Soluci6n de p-hidroxidifenilo (C¢H;C,H,OH): disuelva agitando y calentando ligeramente 0,75 g
de p-hidroxidifenilo en $ ml de una solucién acuosa de hidréxido de sodio que contenga 5 g de
NaOH por 100 ml. Diluya hasta 50 ml con agua en un frasco graduado. Conserve la solucién en un
frasco de vidrio ~humado, al abrigo de la luz y en lugar fresco. No utilice la solucién si cambiara el
color o enturbiara. E] periodo maximo de conservacién es de 72 horas.
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4.5.

4.6.

5.1,

5.2,

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4,

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

Solucién patrén de 4cido lactico: disuelva un poco antes del empleo 0,1067 g de lactato de litio
(CH;CHOHCOOLI) en agua y diluya en 1 000 ml en un frasco graduado. Un ml de esta solucién
corresponde a 0,1 mg de 4cido l4ctico.

Leche reconstituida patrén: analice previamente varias muestras de leche en polvo de alta calidad.
Para la preparacién de la curva de calibracion, tome la muestra que tenga el menor contenido en
4cido lactico, menos de 30 mg de 4cido lictico por 100 g de materias sélidas no lipiidicas. Siga el
modo de operacién descrite en el punto 6.2.1 y en el 6.2.2 indicado a continuacién.

EQUIPO

Balanza analitica.

Espectrofotémetro que permita la lectura de una longitud de onda de 570 nm.
Baiio de agua a 30 + 2 °C.

Mortero y maja.

Papel de filtro (Schleicher y Schull 5§95, Whatman 1 o similar).

Tubos de andlisis pirex o similares (dimensiones 25 x 150 mm).

Nota

Todos los instrumentos de vidrio que se utilicen han de estar perfectamente limpios y ser utilizados
s6lo para esta determinaci6n. Antes del lavado, enjuague los instrumentos de cristal que contienen el
precipitado con 4cido clorhidrico concentrado.

MODO DE OPERACION

Prucba simulada

Efectiie una prueba simulada vertiendo 30 ml de agua en un tubo graduado de 50 ml y tratdndolo
tal como se indica en los puntos 6.2.4 a 6.2.11 incluido. Si los resultados de la prueba simulada
respecto al agua sobrepasan el equivalente a 20 mg de dcido lictico por 100 g de materias sélidas no
lipidicas, habra que controlar los reactivos y sustituir el (0 los) reactivo(s) impuro(s). Trate la prueba
simulada simultdneamente con las muestras.

Dosificacién

Nota: Evite la contaminacién por impurezas, como por la saliva y la transpiracién.

Determine el contenido en materias sélidas no lipidicas (a) de la muestra restando de 100 el
contenido en materia grasa (segun el método 4) y el contenido en humedad (segin el método 2).
1 000

Pese AT g de 1a muestra con una precisién de 0,1 g. Afada esta cantidad de muestra a 100 ml

de agua y mezcle cuidadosamente.

Pipetee S ml de la solucién obtenida en un tubo graduado de 50 ml y diluya con agua hasta
30 ml.

Aiiada lentamente y agitando, 5 ml de la solucién de sulfato de cobre (punto 4) y déjelo reposar
durante 10 minutos.

Afiada lentamente y agitando 5 ml de la suspensién de hidréxido de calcio (punto 4.2.1) 0 10 ml de
la suspensién de hidréxido (punto 4.2.2).

Diluya en 50 ml con agua, agite vigorosamente, déjelo reposar durante 10 minutos y filerelo. Tire
las primeras gotas de liquido filtrado.

Pipetee 1 ml del liquido filtrado en un tubo de andlisis (punto 5.6).

Afiada al contenido del tbo, sirviéndose de una bureta o de una pipeta graduada, 6 ml de la
solucién de 4cido sulfurico y de sulfato de cobre (punto 4.3). Mézclelo.

Caliente en ¢l bafio de agua hirviendo durante § minutos. Enfrie a la temperatura ambiente bajo
agua corriente.
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6.2.10.

6.2.11.

6.2.12.

6.2.13.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

7.1.

7.2.

Afiada 2 gotas de reactivo al p-hidroxidifenilo (punto 4.4) y agite vigorosamente para repartir
uniformemente el reactivo en todo el liquido. Sumerja en todo en el baiio de aguaa30 + 2°Cy
manténgalo alli durante 15 minutos agitando de vez en cuando.

Sumerja el tubo en el bafio de agua hirviendo durante 90 segundos. Enfrielo a la temperatura
ambiente bajo agua corriente.

Mida la densidad 6ptica con respecto a la prueba simulada (punto 6.1) tres horas mas tarde, en la
longitud de onda que se indica en el punto 5.2.

Si la densidad es superior a la del punto mis alto de la curva de contraste, repita la prueba utilizando
una dilucién conveniente del liquido filtrado obtenido en el punto 6.2.6.

Elaboracidn de la curva de contraste

Pipetee 5 ml de la leche reconstituida (punto 4.6) en cinco cilindros graduados de S0 ml. Pipetee en
estos tubos 0, 1, 2, 3 y 4 m! de la solucién patrén (punto 4.5), de manera que se obtenga una gama
de contraste correspondiente a 0, 20, 40, 60 y 80 mg de 4cido lictico afiadido por 100 g de materias
sélidas no lipidicas de polvos de leche.

Diluya con agua hasta unos 30 ml y tritelo como se indica en los puntos 6.2.4 a 6.2.11 incluido.

Mida las densidades opticas de los elementos de la gama del contraste (punto 6.3.1) con respecto a
la prueba simulada (punto 6.1), en la longitud de onda que se indica en el punto 5.2. Translade
dichas densidades 6pticas a un diagrama en funcién de las cantidades de 4cido lactico indicadas en el
punto 6.3.1: 0 mg, 20 mg, 40 mg, 60 mg y 80 mg, por 100 g de materias s6lidas no lipidicas. Trace
la linea recta més adecuada que pase por los puntos y prepare la curva de contraste desplazando
dicha linea paralelamente a ella misma de manera que pase por el origen.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de cilculo

Convierta la densidad optica medida segtin el punto 6.2.12 0 6.2.13 en mg de 4cido lictico por
100 g de materias solidas no lipidicas de la muestra remitiéndose a la curva de contraste.
Multiplique este resultado por el factor de disolucion en el caso que el liquido filtrado hubiera sido
diluido segiin el punto 6.2.13.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simult4neamente o inmediata-
mente una despueas de otra por el mismo analista y en las mismas condiciones sobre la misma
muestra no podrd ser superior a 8 mg de 4cido lictico por 100 gramos de materias s6lidas no
lipidicas en muestras con un contenido en acido lactico de hasta 80 mg. En valores superiores, dicha
diferencia no podra ser superior al 10% del valor mas bajo.

METODO 7: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA
(METODO DE SANDERS Y SAGER, MODIFICADO)
AMBITO DE APLICACION

Este método permite determinar la actividad de la fosfatasa en los siguientes tipos de leche:
— leche en polvo rica en materia grasa,

" — leche en polvo,

— leche semidesnatada en polvo,
— leche desnatada en polvo.

DEFINICION

La actividad de la fosfatasa de la leche en polvo se mide por la cantidad de fosfatasa alcalina activa
presente. Se expresa por la cantidad de fenol liberado en pg por ml de leche reconstituida,
determinada por el procedimiento que se indica a continuacién.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9,
4.10.

PRINCIPIO DEL METODO

La actividad de la fosfatasa de la leche en polvo se determina por el poder de la fosfatasa de liberar el
fenol del fenilfosfato disédico. La cantidad de fenol liberado en las condiciones prescritas se
determina mediante una medicién espectofotométrica de la coloracién desarrollada gracias al
reactivo de Gibbs.

REACTIVOS

Solucién A

Tampén de borato y de hidréxido de bario: pH 10,6 + 0,1 2 20 °C.

Disolver 25,0 g de hidroxido de bario [BA (OH), - 8H,0] en agua y diluir hasta 500 ml.
Disolver 11,0 g de 4cido bérico (H3BO;) en agua y diluir hasta 500 ml.

Calentar las dos soluciones a una temperatura de 50 °C y mezclar.

Agitar y enfriar la mezcla a la temperatura ambiente.

Ajustar el pH a 10,6 + 0,1 con la solucion de hidréxido de bario y filtrar.

Conservar la solucién en un recipiente bien cerrado.

Antes de utilizacion, diluir la solucién tampén con la misma cantidad de agua.

Soluciéon B
Tampén para el desarrollo del color.

Disolver 6 g de metaborato de sodio (NaBO;) (0 12,6 g de NaBO, : 4H,0) y 20 g de cloruro de
sodio (NaCl) en agua y diluir hasta 1 000 m].

Solucién C

Substrato en solucién tampoén.

Disolver 0,5 g de fenilfosfato disédico (Na,C¢H;PO, — 2H,0) en 4,5 ml de solucién B (punto 4.2).
Adadir dos gotas de solucién E (punto 4.5) y dejar reposar durante 30 minutos. Extraer el color
formado con 2,5 ml de alcohol butilico (punto 4.10). Si fuera necesario, repetir la extraccion del
color. Tras separacién, tirar el alcohol butilico. Esta solucién se puede conservar algunos dias en un
refrigerador. Desarrollar y extraer el color una vez mas antes de su empleo:

Pipetear 1 ml de esta solucién en un matraz graduado de 100 ml y afiadir la solucién A hasta la
marca. Preparar el substrato en solucién tampdn inmediatamente antes de su empleo.

Solucién D
Precipitante

Disolver 3,0 g de sulfato de cinc (ZnSO,, - 7H,0)y 0.6 g de sulfato de cobre 11 (CuSO, * SH;0) en
agua hasta alcanzar 100 ml.

Solucién E
Reactivo de Gibbs.

Disolver 0,040 g de dibromo-2,6 quinona cloro-1,4 {mido (O C¢H,Br;-NCl) en 10 ml de etanol a
96%. Conservar la solucién en un frasco de vidrio ahumado en un refrigerador. Tirar este reactivo
cuando cambie en color.

Solucién tampén de disolucién de la coloracion.

Diluir 10 m! de la solucién tampén B para el desarrollo del color (punto 4.2) con agua y completar
hasta 100 ml.

Solucién de sulfato de cobre

Disovler 0,05 g de sulfato de cobre (11} (CuSO, - 5H,0) en agua y completar hasta 100 ml.

Solucién patrén de fenol

Disolver 0,200 + 0,001 g de fenol puro en agua y llegar hasta 100 ml en un matraz graduado. Esta
solucién se conserva durante algunos meses en refrigerador. Diluir 10 ml de esta solucién con agua
hasta llegar a 100 ml. Esta solucién dilufda contiene 200 pg de fenol por ml y se puede utilizar para
la preparacién de soluciones mas diluidas.

Agua destilada, hervida.

Alcohol n-butilico.
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s EQUIPO

5.1. Balanza analitica

5.2. Baiio de agua mantenido por termostato a 37 + 1 °C.

5.3. Espectrofotémetro que permita la lectura en longitud de onda de 610 nm.
5.4, Papel de filtro (Schicicher y Schull 597, Whatman 42 o similar).

5.5. Baiio de agua hirviendo.

5.6. Hoja de aluminio.

6. MODO DE OPERACION

Precausiones a tomar
1. Evitar la exposicién directa a la luz del sol.

2. Limpiar perfectamente todos los instrumentos de vidrio, tapones y materiales de transvase. Se
recomienda enjuagarlos y hervirlos con agua o tratarlos al vapor.

3. Evitar el empleo de materias plisticas (tapones por ejemplo) que pudieran contener fenol.

4. Evitar cuidadosamente la presencia de saliva, dado que ésta contiene fosfatasa.

6.1. Preparacion de la muestra

6.1.1. Disolver 10 g de la muestra, pesados con una precisién de 0,1 g, en 90 m! de agua. La temperatura
de disolucién de los polvos nunca sera superior a 35 °C.

6.2. Determinacién

6.2.1. Intruducir en cada uno de los dos tubos de analisis 1 ml de leche reconstituida preparada como se
indica en el punto 6.1.1.

6.2.2. Calentar uno de los tubos en agua hirviendo durante 2 minutos. Cubrir el tubo y el baiio de agua
(punto 5.5) o, por ejemplo, un recipiente cilindrico de borde redondeado, con una hoja de aluminio
(punto 5.6) para que todo el tubo se caliente. Enfriar en agua fria a temperatura ambsiente. Este tubo
servird para la prueba simulada. A partir de este punto, tratar los dos tubos de idéntica manera.,

6.2.3. Afiadir 10 ml de la solucién C (punto 4.3.2). Mezclar y colocar los tubos en el bafio da agua a
37 °C (punto 5.2). .

6.2.4. Incubar durante 60 minutos en el bafio de agua, agitando de vez en cuando.

6.2.5. Inmediatamente después, meter los tubos en el baiio de agua hirviendo y calentar durante 2 minutos,
enfriar a temperatura ambiente en agua fria.

6.2.6. Afiadir 1 m! de la solucién D (punto 4.4), mezclar vy filtrar en un papel de filtro seco; tirar los
primeros liquidos filtrados hasta obtener un liquido nftido.

6.2.7. Introducir S ml de cada liquido filtrado en tubos de andlisis, afiadir § m! de solucién B {punto 4.2) y
0,1 ml de solucién E (punto 4.5). Mezclar.

6.2.8. Dejar que se precise el calor a temperatura ambiente y al abrigo de la luz solar durante
30 minutos.
6.2.9. Medir la densidad dptica de la solucién de la muestra con respecto a la de la prueba simulada en la

longitud de onda indicada en el punto $.3.

6.2.10.  Repetir la determinacién si la densidad 6ptica de 1a solucién es superior a la de la soluci6n patrén en
20 pg de fenol preparada segn el punto 7.

Si dicho limite es sobrepasado, diluir un volumen conveniente de leche reconstituida, segin el punto
6.1.1, con un volumen adecuado de esta leche cuidadosamente hervida, como se indica en el punto
6.2.2, para inactivar la fosfatasa presente.
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7.1,

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

8.1.3.

8.2.

PREPARACION DE LA CURVA DE CONTRASTE

Pipetear en cuatro matraces de 100 ml, 1, 3, 5 y 10 ml de la solucion patrén diluida segin el
punto 4.8 y completar hasta la marca con agua ; estas soluciones contienen respectivamente 2, 6, 10
y 20 pg de fenol por ml.

Pipetear 1 ml de cada solucion indicadora (punto 7.1) en los tubos de andlisis para obtener una serie
de muestras conteniendo 0 (valor cero), 2, 6, 10 y 20 pg de fenol. La simulacion se obtiene
pipeteando 1 ml de agua.

Pipetear sucesivamente en cada tubo de anilisis 1 ml de la solucién de sulfato de cobre (punto 4.7),
$ m! de solucién tampon coloreada (punto 4.6), 3 ml de agua y 0,1 ml de la solucion E (punto 4.5);
mezclar.

Dejar reposar los tubos de anilisis a temperatura ambiente y al abrigo de la luz solar directa durante
30 minutos.

Medir la densidad dptica del contenido de los tubos con respecto al valor cero, en la longitud de
onda indicada en el punto 5.3.

Establecer la curva de contraste anotando los valores de las densidades opticas en funcién de las
cantidades de fenol en pg tal como estin indicadas en el punto 7.2.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de calculo
Convertir la cifra obtenida en el punto 6.2.9 en pg de fenol, basindose en la curva de contraste.

Calcular la actividad de la fosfatasa expresada en pg de fenol por ml de leche reconstituida segun la
férmula siguiente :

actividad de la fosfatasa = 2,4 x P

en donde P = cantidad de fendl en pg tras el punto 8.1.1.

Si hubiera sido necesario diluir como se indico en ¢l punto 6.2.10, multipliquese el resultado
obtenido en el punto 8.1.2 por el factor de disolucion.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simultaineamente o inmediata-
mente una después de otra por el mismo analista sobre la misma muestra y en las mismas
condiciones, no podra ser superior a 2 pg de fenol liberado por ml de leche reconstituida.

METODO 8: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA
(METODO ASCHAFFENBURG Y MULLEN)

AMBITO DE APLICACION

El presente método permite determinar la actividad de la fosfatasa en los siguientes tipos de
leche::

— leche en polvo rica en materia grasa,
— leche en polvo,

— leche semidesnatada en polvo,

— leche desnatada en polvo.

DEFINICION

La actividad de la fosfatasa de la leche deshidratada se mide por la cantidad de fosfatasa alcalina
activa presente en el producto. Se expresa en cantidad de p-nitrofenol liberado en pg por ml de leche
reconstituida, determinada por el procedimicnto que se explica a continuacién.

PRINCIPIO DEL. METODO

La muestra de leche reconstiuida se diluye en substrato en solucion tampon (pH 10,2) y se incuba
durante 2 horas a una temperatura de 37 °C. Toda cantidad de fosfatasa alcalina presente en la
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muestra liberard, en semejantes condiciones, p-nitrofenol derivado del p-nitrofenilfosfato disodico,
el p-nitrofenol liberado se mide mediante comparacion directa con cristales de color patrones en un
calorimetro simple de luz reflejada.

4. REACTIVOS

4.1. Solucién tampén de carbonato de sodio y de bicarbonato de sodio.

Disolver 3,5 g de carbonato de sodio anhidro y 1,5 g de bicarbonato de sodio en auga y diluir hasta
1 000 ml en un matraz graduado.

4.2 Substrato en solucion tampén

Disolver 1,5 g de p-nitrofenilfosfato disodico en la solucion tampon de carbonato de sodio y de
bicarbonato de sodio {(punto 4.1) y diluir hasta 1 000 ml en un matraz graduado.

Esta solucién se mantiene estable durante un mes en el refrigerador (< 4 °C) pero habri que
efectuar antes un test de control de color en las soluciones conservadas de esta forma (ver punto 6,

nota 3).

4.3, Precipitantes.

4.3.1. Sulfato de cinc.
Disolver 30,0 g de sulfato de cinc (ZnSO,! en agua y completar hasta 100 ml en un matraz
graduado.

4.3.2, Hexacianoferrato (11} de potasio en solucion.

Disolver 17,2 g de hexacianoferrato (II) de potasio trihidratado (K;Fe(CNJ)s-3H,0) en agua y
completar hasta 100 ml en un matraz graduado.

5. EQUIPO
5.1. Balanza analitica.
5.2. Baiio de agua a 37 © + 1 °C, controlado por termostato.

5.3. Comparador colorimétrico, con disco especial conteniendo cristales de color patrones calibrados en
ug de p-nitrofenol por ml de leche y dos células de 25 mm cada una.

6. MODO DE OPERACION

Precauciones a observar

1. Tras su uulizacion, vaciar los tbos, enjuagarlos con agua, lavarlos con agua caliente con un
detergente alcalino, enjuagarlos cuidadosamente luego con agua del grifo caliente y clara.
Finalmente, enjuagarlos con agua; secarlos antes de su empleo.

Las pipetas han de enjuagarse a fondo con agua del grifo clara y fria inmediatamente después de
su utilizacién ; enjuagarlas con agua y secarlas antes de su empleo.

2. Los tapones de los tubos de anélisis han de ser enjuagados cuidadosamente con agua del grifo
caliente inmediatamente después de su utilizacion; posteriormente hay que hervirlos en agua
durante 2 minutos.

3. EIl substrato en solucion tampon {punto 4.2} se puede conservar estable durante 1 mes, como
minimo, en el refrigerador a una temperatura de < 4 °C. Toda inestabilidad se traduce por una
formacion de un color amarillo. Dado que la prueba siempre se le con respecto a un control del
producto hervido que contiene el mismo substrato en solucién tampon, se recomienda se utilice
unicamente este substrato cuando el color indique un exceso de 10 pg, efectuindose la lectura en
una célula de 25 mm en el colorimetro y utilizando agua destilada en la otra célula de
25 mm.

4. Uulizar una pipeta para cada muestra y evitar la contaminacion por la saliva.

5. Evitar en todo momento la exposicion directa a la luz solar.

6.1. Preparacion de la muestra

Disolver 10 g de polvos en 90 ml de agua. La temperatura de disolucién no ha de exceder los
35 °C.
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6.2.

6.2.1.

6.2.3.

6.2.4,

7.2.

Determinaciéon

Pipetear 15 ml del substrato en solucion tampén (punto 4.2) en un wbo de anilisis limpio y seco,
luego 2 ml de la muestra de leche reconstituida (punto 6.1) a analizar. Cerrar el tubo con una tapdn,
mezclar dando vueltas al tubo y colocarlo en un bafio de agua a 37 °C (punto 5.2).

Colocar simultdneamente en el bafio de agua un tubo de control conteniendo 15 ml de substrato en
solucion tampén y 2 ml de muestra de leche reconstituida hervida del mismo tipo que la del
analisis.

Sacar los dos tubos del bafio de agua al cabo de 2 horas, anadir 0,5 ml de precipitante de sulfato de
cinc (punto 4.3.1), poner de nuevo el tapon, agitar vigorosamente y dejar reposar durante 3
minutes. Afadir 0,5 ml de precipitante de hexaferrocianuro (II) de potasio (punto 4.3.2); mezclar
intimamente y filtrar en papel plegado (punto 5.4); recoger el liquido filtrado nitido en el tubo de
anilisis limpio.

Transvasar el liquido filtrado a una célula de 25 mm y comparar con respecto al liquido filtrado de
la muestra de control hervida en el colorimetro, utilizando el disco especial (punto 5.3).

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de calculo

La lectura directa obtenida segun el punto 6.2.4 se expresa en pg de p-nitrofenol por ml de muestra
o por ml de muestra de leche reconstituida.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simultdneamente o inmediata-

mente una después de otra por el mismo analista sobre la misma muestra y en las mismas
condiciones, ha de ser inferior a 2 pg de p-nitrofenol liberado por ml de leche reconstituida.



