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to-libranza.—La mitad de la tarifa anterior, es decir, un derecho
fijo de dieciséis pesetas, més otro proporcional del cuatro por
ciento de la cantidad girada-», debe decir: «Giros-depdsito-libran-
za.—La mitad de la tarifa anterior, es decir, un derecho fijo
de dieciséis pesetas, mas otro proporcional del cuarto por ciento
de la cantidad girada-.

Pagina 19361, articulo vigésimo cuatro, apartado Uno. Dos.
Uno, en la férmula de la quinta linea, dice: :

« =p (P+n; + K, +Bj»,
debe decir:
«C'=p (P 4+ 2 n; K; B;)'ﬁ.

ORDEN de 31 de julio de 1979 por la que se esta-
blecen meétodos oficiales de andlisis de aceites y
grasas. productos cdrnicos, cereales -y derivados,
fertilizantes, productos fitosanitarios, productos
gdcteos. piensos, aguas y productos derivados de
a4 Uvae.

21118

Excelentisimos sefiores:

Por Ordenes de 30 de noviembre de 1976 («Boletin Oficial
del Estado» de 4 de enero de 1977) y de 31 de enero de 1977
(«Boletin Oficial del Estado» de 14 de julio) se establecieron
diversos métodos oficiales de analisis, contemplando en el
apartado segundo la posibilidad de su ampliacién a medida
que los correspondientes grupos de trabajo avancen en el es-
tudio de nuevos métodos. Por otra parte, el continuo progreso
de las técnicas de analisis aconsejan la revisién periodica de
estos métodos modificandolos, completandolos o sustituyéndolos.

En consecuencia, a propuesta de los Ministros de Defensa,
de Hacienda, de Administracién Territorial, de Sanidad y Se-
guridad Social, de Industria y Energia, de Comercio y Turis-
mo y de Agricultura, esta Presidencia del Gobierno dispone:

Primero.—Se aprueban como oficiales los métodos ‘de anali-
sis de aceites y grasas, productos ‘carnicos, cereales y derivados,
fertilizantes, productos fitosanitarios, productos lacteos, piensos,
aguas y productos derivados de la uva, que se citan respectiva-
mente en los anejos del I al IX.

Segundo.—Cuando no existan métodos oficiales para deter-
minados analisis vy hasta que sean estudiados por el grupo de
trabajo correspondiente, podran ser utilizados los adoptados
por Organismos nacionales o internacionales de reconocida
solvencia.

Tercero.—Quedan dercgadas las disposiciones de igual o
inferior rango que se opongan a la presente Orden.

Cuarto.—La presente disposicién entrara en vigor a los trein-
ta dias de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estado».
Lo que comunice a VV. EE,
Madrid, 31 de julio de 1979.
PEREZ-LLORCA Y RODRIGO

Excmos. Sres. Ministros de Defensa, de Industria y Energia,
de Hacienda, de Comercio y Turismo,
Territorial, de Sanidad y Seguridad Social y de Agricultura.

ANEJO 1

METODOS DE ANALISIS DE ACEITES Y GRASAS
10(b). INDICE DE ACIDEZ

(Método potenciométrico)

10(b).1. Principio. .

La determinacién de la acidez libre se efectuara por volu-
metria, utilizando indicador potenciométrico, siendo éste el
método aphcable cuando la valoracion intensa de la soluciéon
o su turbidez dificultan la apreciacién del viraje del indicador
coloreado.

10(b).2.

10(bh).2.1.
electrodos de vidrio/calomelano o de wolframio/calomelano.

Material y aparatos.

10(b).2.2. Agitador magnético.

10(b) .2.3. Bureta de 25 ml, dividida en décimas de ml.

10(b).2.4. Matraz aforado de 1.000 ml.

10(b).2.5. Probeta graduada de 50 ml.

10(b).2.6. Vasos de precipitado de 150 ml, forma alta.

10(b).3. Reactivos.

10(b).3.1. Isobutil-metil-cetona di°° =08; p. e. = 114-117°C,
0

10(b) .3.2. Isopropanol. .

10(b).3.3, Hidroexido potasico.

de Administracion-

Equipo de valoracién potenciométrica equipado con |

10(b).3.4. Acido benzoico. . )
101(b).3.5. Disolucién 0,1'N de hidréxido potésico en isopro-
panol. - .

Pesar 7 g de hidroxido peJisico, en lentejas, e introducirlas
en un matraz aforado de un litro. Adicionar alcohol isopropi-+,
lico, agitar con agitador magnético hasta conseguir una diso-
llaucic‘m_ completa y enrasar. Esta disolucién se valora con 4cido

enzoico.

10(b).4. Procedimiento.
10(b) .4.1. Preparacion de la muestra.

La muestra debera estar seca y libre de -materias extrafas
en suspensiéon. En caso contrario, antes de proceder a la pe-
sada, debera decantarse el agua si hubiese lugar a ello; y, en
todo caso, filtrar con papel de filtro, ‘efectuandose esta opera-
ciébn a una temperatura ligeramente superior a la del punto
de fusién de la grasa.

Las grasas que contengan acidos grasos volatiles no podran
calentarse, debido al riesgo de volatilizacién de 4cidos libres.
En estos casos, se procederd a la determinaciéon de la acidez
directamente, refiriéndose a muestra seca y exenta de impu-
rezas insolubles, basandose en las determinaciones realizadas
sobre muestras independientes.

10(b) .4.2. Determinacién,

Pesar de 5 a 10 g de materia grasa en un vaso de 150 ml y
agregar 50 ml del reactivo 10(b).3.1, A continuacién introducir

los electrodos y proceder a la valoracién con la disolucién de
hidroxido potasico. '

10(b).5. Cadlculos. )
Calcular el indice de acidez aplicando la siguiente férmula;

V .56,11 - N
Iyn=———— /4
P

A = volumen, en ml, consumidos en la valoracién.

N = normalidad de la disolucién de hidroxido potasico.
P = peso, en g, de la muestra.

10(b).6. Observaciones. -
Cuando se utilicen electrodos simples la unién entre la diso-

lucién saturada de cloruro potasico y la disolucién de medida
es conveniente hacerla a través de una .espiga de porcelana

‘porosa de unos 3 cm de longitud o por cualquier otro sistema

que impida una difusiéon apreciable entre .ambas disoluciones
durante el tiempo que dura la valoracion. i
10(b).7. Referencias.

1. Instituto Nacional de¢ Racionalizaciéon y Normalizacién
del Trabajo. Una Norma Espaniola 55.083.

11(b). INDICE DE SAPONIFICAC.ION
- (Método potenciométrico)

11(b).1. Principio.

Se denomina indice de saponificacion el peso en mg de hidré-
xido potasico necesario para saponificar 1 g de materia grasa.

La determinacién se realiza saponificando la muestra con
una disolucién previamente valorada de hidroxido potasico,
determinando por volumetria el exceso de hidroxido potasico,
utilizando ‘indicador potenciométrico. Este ‘método debe apli-
carse cuando la coloracion inlensa de la solucién o turhidez
dificulten la apreciacion del viraje del indicador coloreado. -

11(b).2. Material y aparatos.

11(b).2.1. Equipo de valoracién potenciométrica equipado
con electrodos de vidrio/calomelanc o wolframio/calomelano.

11(b).2.2, Agitador magnético.

11(b).2.3.- Bureta de 25 ml, dividida en décimas de ml,
11(b).2.4. Pipeta aforada de 25 ml.

11(b) .2.5. Matraz aforado de 1.000 ml.

11(b).2.8. Probeta graduada de 50 ml.

11(b).2.7. Matraces redondos de 100 ml provistos de tubo de

reflujo, de un metro de longitud, con ajuste normalizado 14/23.
11(b).2.8. Vasos de precipitado de 150 ml, forma alta.

11(b).3. Reactivos.

11(b).3.1. Isopropanol.

11(b).3.2. Etilenglicol. Indice de refraccién a 20° C: 1,4274-
1,4292. .

11(b).3.3. Acido clorhidrice d = 1,18.

11(b) .3.4. Hidroéxido potasico.

11(b).3.5. Tris- (hidroxi-metil) -aminometano (CH,OH)3ONH,

de calidad utilizada para la preparacién de soluciones patrén,
peso equivalente 121,14,
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11(b).3.6. Disolucién 0,5N de hidroxido potasico en iso-
propanol. Pesar 35 g de hidréxido potasico, en lentejas, e intro-
ducir en un matraz aforado de 1 litro. Adicionar alcohol iso-
propilico, agitar con agitador magnético hasta conseguir la
disolucion completa y enrasar. : .

11(b).3.7. Disolucién 0,5N de a&cido clorhidrico en isopro-
panol.” Medir con probeta 42 ml de acido clorhidrico y verterlos
en un matraz aforado de 1.000 ml, completando el volumen
hasta el enrase con isopropanol. Para valorar esta disolucién
pesar, en vidrio de reloj y con precisién de 0,2 mg, aproxima-
damente, 1,2 g de tris-(hidroxi-metil)-aminometano, pasandolo
a un vaso de 150 ml, forma alta. Disolver en 20 ml de isopro-
panol, adicionandose 20 ml de etanodiol, efectuandose seguida-
mente la valoracién con la disolucién clorhidrica, segin se
describe en 11(b).4.2, La valoracién también se puede realizar
utilizando indicador coloreado, adicionandose para -ello 2 gotas
de disolucién azul de timol al 1 por 100 en isopropanol, acusan-
dose el punto de equivalencia por un viraje brusco del ama-
rillo al rosa. Sean P los gramos de THMAM pesados y V los
mililitros de acido clorhidrico consumidos en la valoracién:

P
012114 - V

11(b) .4. Procedimiento.

11(b) 4.1. Preparacién de la muestra.

La muestra debera estar seca y libre de materias extrafias
‘en suspensién. En caso contrario, antes de proceder a la pe-
sada, debera decantarse el agua, si hubiere lugar a_ello, y, en
todo caso, filtrar por papel de filtro, efectuandose esta ope-
racién a una temperatura ligeramente superior a la del punto
de fusién de la grasa. .

"Las grasas que contengan acidos grasos volatiles no podran
calentarse, debido al riesgo de volatilizacién de acidos libres.
En estos casos, se procederi a la determinacion de la acidez
directamente, refiriéndose a muestra seca y exenta de impure-
zas insolubles, basandose en las determinaciones realizadas
sobre muestras independientes.

11(b) 4.2, Determinacion.

Pesar en un matraz redondo de 100 ml, aproximadamente,
2 g de la muestra. Adicionar seguidamente con pipeta 25 mi de
la disolucién 0,5 N de 11(b)3.6. Ajustar el tubo de reflujo y ca-
lentar hasta ebullicién, manteniéndola durante media hora o
mas si fuera necesario hasta conseguir la saponificacién com-
pleta. Retirar el matraz y dejar enfriar. Antes de que se enfrie
completamente transvasar el contenido a un vaso de precipi-
tado de 150 ml, lavando el matraz con 30 ml de etilenglicol
"adicionado en porciones sucesivas, Completar el lavado con

5 ml de isopropanol. Paraleélamente se realiza una prueba en-

blanco con 25 ml de la disolucién de hidroxido potasico 0,5 N.
Al terminar el periodo de ebullicién enfriar y transvasar a un
vaso de 150 ml como antcriormente. A continuacion introducir
los electrodos y proceder a la valoracién con la disolucién de
&cido clorhidrico. Ver 11(b).6.

11(b) 5. Cdlculos.
Calcular el indice de saponificacién aplicando la siguiente
férmula:
(Vo— V) - N - 56,1
Is =
P -
Siendo:
Vo = volumen, en ml, consumidos en la valoracién en blanco.
V = volumen, en ml, consumidos en el ensayo con la mues-
tra de materia grasa
N = normalidad de la disolucién de acido clorhidrico.
P = peso, en g, de la muestra.
11(b).8. Observaciones.

Cuando se utilicen electrodos simples la unién entre la di-
solucién saturada de cloruro potésico y la disolucién de me-
dida se har4 a través de una espiga de porcelana porosa de
unos 3 cm de longitud o por cualquier otro sistema que impida
una difusién apreciable entre ambas disoluciones durante el
tiempo que dure la valoracién. )

11(b).7. Referencias. B

1. Instituto de Racionalizacién y Normalizacién del Trabajo.
Una Norma Espafiola 55.064. ’

4. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA
GASEOSA

41.1, Principio.

El método ests basado en al separacién y determinacion por

cromatografia gaseosa de los ésteres metilicos de los acidos -

grasos.
Es apllcab_le a aceites y grasas tanto vegetales como ani-
males, que circulan normalmente en el comercio, conteniendo

acidos grasos de 12 a 24 atomos de .carbono. En el caso de
la mantequilla y de otras grasas que contengan acidos grasos
inferiores, debera utilizarse un método adecuado para la pre-
paraciéon de los ésteres metilicos o aislamiento de los écidos
libres de pequefia longitud de cadena, siendo necesario para
la separacién y determinacién de estos ultimos, efectuar la cro-
matografia en condiciones distintas de las que se describen en
esta norma. . .

Las condiciones que se especifican no son adecuadas para la
determinacién de acidos grasos oxidados y- epoxiacidos, por lo
que la presencia de estos 4Acidos dificulta la operacién, pu-
diendo llegar a falsear completamente los resultados. -

41.2. Preparacion de los ésteres metilicos.

41.2.1, Material necesario.

41.2.1.1, Matraz redondo. fondo plano, de unos 50 ml de
capacidad, con hoca esmerilada.

41.2.1.2. Refrigerante de agua adaptable al matraz anterior,
para su utilizacién como refrigerante de reflujo.

41.2.1.3. Ampolla de decantacién de unos 500 ml de capa-
cidad.

41.2.1.4. Matraz redondo, fondo plano, de unos 100 ml de ca-
pacidad.

41.2.1.5. Matraz, fondo plano, de unos 50 ml de capacidad,

boca esmerilada, cuello de 40 a 50 mm de longitud y 10 mi-
limetros diametro exterior., .

-

41.2.2. Reactivos necesarios.

41.2.2.1. Metanol absoluto (99,8 por 100), calidad reactivo
para analisis. ]

41.2.2.2. Sodio metalico reactivo para analisis.

41.2.2.3. Disoluciéon de metilato sddico. Se disuelven 5 g de

sodio metal en 1.000 m] de metanol absoluto (0,2 N aproxima-

"damente).

41.2.2.4. Eter de petréleo (p. e. 40° 80° C) o hexano de calidad
adecuada  para cromatografia.

41.2.2.5. Disolucién en metanol absoluto, de aAcido clorhidrico
anhidro al! 3-4 por 100 Se puede obtener facilmente el acido
clorhidrico gaseoso haciendo caer lentamente, en aparato ade-
cuado, acido sulfurico (d = 1,84), sobre una disoluciéon de acido
clorhidrico (d = 1,16); se seca el gas haciéndolo pasar por un
frasco lavador con acido sulfurico y se hace llegar al metanol
anhidro, contenido en un Erlenmeyer.

Pesando el Erlenmeyer con el metanol al comienzo de la
operacion, por pesadas succsivas, se determina la cantidad di-
suelta de clorhidrico, prolongando la operacién hasta alcanzar
una concentracién superior a la deseada, Se adiciona la can-
tidad de metanol para lograr la concentracién del 3-4 por

100 (p/p).
41.2.2.6. Cloruro sdédico. .
41.2.2.7. Sulfato sodico anhidro, calidad reactivo para ani-
lisis. ' .
41.2.28. Disolucién de fenolftaleina al 1 por 100 en metanol.
41.2.2.9. Disoluciéon de rojo de metilo al 0,1 por 100 en me-

tanol al 60 por 100 (v/v),
41.2.2.10. Gas nitrogeno puro, con un contenido minimo del
99,8 por 100.

41.2.3. Procedimiento operatorio.

41.2.3.1. Preparacién de los ésteres metilicos.—Los ésteres
metilicos de los acidos grasos pueden ser preparados por in-
teresterificacion directa de la grasa, siguiendo el método que
se detalla en el parrafo siguiente, el cual tiene un caracter ge-
neral, aplicable a una grasa, cualquiera que sea su acidez libre
y siempre -que no tenga un contenido de materia insaponificable
superior al 2 por 100, como es el caso de la inmensa mayoria
de las materias grasas corrientes. )

Pesar 0,3 g de grasa perfeclamente homogeneizada en el ma-
traz de 50 ml (ver nota 41.5.1), y se agregan 8 ml de la diso-
lucién de metilato sédico. Se coloca el refrigerante al matraz,
se hierve hasta obtencién de una sola fase y, como minimo,
5 min. Se interrumpe la calefaccién,

Se agregan al matraz 6 ml de la disolucién de clorhidrico en
metanol y se vuelve a calentar, manteniendo en ebullicién du-
rante 5 min. Se enfria y se procede segin se indica en el
apartado 41.2.3.2 (ver 41.5.3).

41.2.3.1.1. En el caso de materias grasas con una acidez libre
no superior al 0,3 por 100, como sucede normalmente en aceites
refinados, se pucde simplificar el procedimiento omitiendo la
metandlisis en medio Acido. Se realiza la metanolisis segun se
indica en el apartado 41.2.3.1, y, estando todavia caliente el ma-
traz, se agrega, por la parte superior del refrigerante, una gota
de disolucién indicadora de fenolftaleina y, seguidamente, di-
solucién de clorhidrico en metanol, en una cuantia algo superior
a la necesaria para neutralizar el metilato, acusado por €l viraje
de la fenolftaleina. Se deja enfriar, pasandose la disolucién con-
tenida en el matraz a la ampolla de extraccién, siguiéndose
segun se indica ‘en el apartado 41.2.3.2. :

41.2.3.1.2. Si se trata de 4cidos grasos libres o:materias
grasas de fuerte acidez (80 por 100 en @cido oleico), se podri
omitir la metanoélisis alcalina, reduciendo la operaciéon a la
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metanolisis en medio &acido Para ello, se pesa, en el matraz
en que se vaya a realizar la operacién 0,3 g de muestra, pre-
viamente filtrada y seca. Se agregan 8 ml de la disolucién de
clorhidrico en metano, procediendo como se sefiala en el apar-
tado 41.2.3.2.

41.2.3.1.3. En el caso de que sea necesario la eliminacion
previa de la materia insaponificable, se procede segun se indi-
ca en el método 22(a) <Insaponificable. Método éter de petréleos.
La disolucion hidroalcohélica de jabon se concentra al vacio,
preferiblemente en evaporador rotatorio. o bajo corriente de
hidrégeno, si no se dispusiese de este aparato, hasta alcanzar
unos 50 ml aproximadamente; se pasa el concentrado a una am-
polla de extraccion, acidificando con acido clorhidrico 2 N hasta
reaccion acida al rojo de metilo. Se extrae con éter de petréleo
o hexano, procediéndose de forma analoga a como se indica
~e111 el apartado 41.2.3.1.2 para la preparacion de los ésteres me-
tilicos. '

41.2.3.2. Extraccién de los ésteres metilicos.—Para la extrac-
cién de los ésteres metilicos se procede segin uno de los mé-
todos que se describen a continuacion. En los analisis que in-
terese mucho la rapidez y se opere con aceites y grasas de
tipo normal, es preferible el método a), Este método tiene,
ademas, la ventaja de no exigir la evaporacién del disolvente
y., por tanto, se disminuye el riesgo de pérdida de acidos grasos

de bajo peso molecular, cuando existen en el problema. El mé- .

todo b) es un procedimiento mas seguro de recuperacién cuan-
titativa de los acidos grasos y debe ser utilizado como método
de referencia en los limites de apiicacién de esta norma. Ope-
rando de la forma que se indica en el apartado 41.2.3.2.2, hay
riesgo de pérdida de acidos grasos con longitud de cadena in-
ferior a Cia.

41.2.3.2.1. Método a).—Se pasa la disolucidén contenida en el
matraz a otro de unos 50 ml de capacidad, con cuello estrecho
y largo (41.2.1.5), enjuagando con unos 6-8 ml de hexano o hep-
tano de pureza adecuada para cromatografia gaseosa, que se
vierten también al matraz, calentandose suavemente sin llegar
a hervir, mieniras se agita dando un movimiento de rotacién
al matraz, durante uno o dos minutos. A continuacién se agre-
ga disolucion acuosa saturada. de cloruro sédico en cantidad
suficiente para situar la capa de hexano o heptano en el cuello
del matraz. Esta disolucion, que contiene los ésteres metilicos,
debe estar limpia y transparente, tomandose con una pipeta
2 6 3 ml, que se pasan a un frasquito o & una ampolla para
su conservacion, pudiéndose inyectar directamente esta diso-
lucién en el cromatégrafo. '

Si la metilacién se hubiera efectuado en este matrez, no

hara falta el transvase, adicionandose directamente 6-8 ml de .

hexano o heptano y la disolucién de cloruro sédico.

41.2.3.2.2. Método b).—Se pasa la disoluciéon contenida en el
matraz a una ampolla de extraccion de 500 ml, enjuagando
con unos 20 ml de éter de petréleo o hexano y ahadiendo, a
continuacién, en la ampolla 100 ml de agua destilada. Se agita
enérgicamente y se deja reposar. Se decanta la capa inferior,
que se pasa a otra ampolla de extraccion y se vuelve a extraer
con otros 20 ml de éter o hexano, repitiéndose la operacién una
vez mas. Los tres extractos se reunen en una ampolla de ex-
traccién, y se lavan con porciones sucesivas de 10 ml de agua
destilada, hasta eliminacién completa del acido, acusado con
la disolucidén indicadora de rojo de metilo. Se seca la disolucién
con sulfato sédico anhidro y se elimina el disolvente en el
matraz de 100 ml, calentande¢ en un bafo de agua bajo corriente
de nitrégeno. Esta operacién se debe realizar, preferiblemente,
en un evaporador rotatorio de vacio.

41.2.3.3. Conservacion de la disoluciéon de ésteres metilicos.
Los ésteres metilicos obtenidos por uno u otro procedimiento
deben ser utilizados en el analisis tan pronto como sea posible.
Pueden conservarse durante 24 horas en un frasco bien tapado;
desalojando previamente el aire con nitrégeno y guardando a
baja temperatura. Para almacenamiento durante periodos de
tiempo mas largos es necesario conservar en ampolla cerrada
a la lampara, de la cual se ha desalojado previamente, el aire
con una corriente de niitrégeno. La eliminacion del aire se hace
barbotando el nitrogeno en la disolucién de hexano.

41.3.
41.3.1.

41.3.1.1. Cromatégrafo.—Un cromatografo apto para la sepa-
racion de los ésteres metilicos de acidos grasos, que disponga
de un horno capaz de ser calentado a temperatura regulada
hasta 250-300° C, superior a la temperatura del horno; un siste-
ma de deteccidén sensible, y un aparato registrador continuo.

,41.3.1.2. Tubo de nitrégeno.—Un tubo de nitrégeno a pre-
sion, utilizable como gas portador, debiendo tener una riqueza
minima del 99,8 por 100.

41.3.1.3. Jeringa.—Una jeringa para la inyeccién de la mues-
tra, con una capacidad de 5 6 10 pl.

Procedimiento cromatogrdfico.
Material necesario.

41.3.1.4. Aire seco y puro.

41.3.1.5. Hidrégeno con una riqueza minima del 99,9 por 100
¥y seco.

41.3.1.6. Columna.

41.3.1.6.1. Columna de acero inoxidable, aluminio, o vidrio

de 2-4 mm de diametrg interior y 2 m de longitud rellena de

Chromosorb G o W (80-100 mallas), Calite 545 (80-100 mallas) o
cualquier otra columna que cumpla las condiciones especifi-
cadas en el apartado 41.4.2. ’

41.3.1.8.2. Preparacién de la columna.

41.3.1.6.2.1. Preparacion del soporte.—Para los fines propues-
tos en esta norma, son recomendables como soportes el Chromao-
sorb G o W de 80-100 mallas, aunque sin excluir la posibilidad
de que puedan ser utilizados otros productos analogos de efi-
cacia comprobada, que puedan comportarse de forma analoga
o, incluso, superior a los recomendados.

El soporte elegido deberd haber sido lavado con acido y sos
metido a un tratamiento de silanizacioén. .

Para conseguir un comportamiento 6ptimo de la columna es
importante que el relleno tenga la mayor homogeneidad po-
sible, siendo necesario para ello que el graneado del soporte
sea uniforme. En caso de duda, debe procederse a un tamizado
del producto lavado con é&cido y silanizado, suministrado por
la casa fabricante, recogiendo unicamente la porciéon que pasa
por el tamiz 80 y es retenido por el 100 desechando los gruesos
y finos (ver 41.5.3)

41.3.1.6.2.2. Impregnacion del soporte.—Se pasa la cantidad
de soporte que se desee, introduciéndolo en un matraz de 100
a 200 ml de capacidad, agregando la cantidad necesaria de
cloruro de metileno para conseguir una papilla fluida. Se hace -
el vacio en el matraz hasta que cese el desprendimiento del aire
ocluido en el soporte. A continuacién se agrega la cantidad de
fase fija correspondiente al 2,5 por 100 del peso del soporte
utilizado, disuelta en el volumen necesario de cloruro de me-

‘tileno. Se homogeniza la mezcla, haciendo nuevamente el vacio

y manteniéndolo durante 10-15 minutos. Transcurrido este tiem-
ﬁo. se tapa el matraz, dejandolo en reposo durante unas 10-12
oras. .

Seguidamente se¢ elimina el disolvente en evaporador rota-
torio, con vacio. Una vez seco el relleno, se iniroduce el matraz
en una estufa calentada a unos 150° C, manteniéndolo asi du-
rante 4-68 horas.
~ Terminada esta operacién, el relleno queda listo para su
introduccién en la columna y acondicionamiento, tal como se
describe en los apartados siguientes:

41.3.1.6.2.3. Llenado de la columna.—Introducir el soporte im-
pregnado con fase fija en la columna, haciendo vacio por un
extremo y vibrandola suavemente por percusién o con un vi-
brador magnético, hasta su llenado total. Es preciso que el
material rellene la columna homogéneamente, evitande un em-
paquetamiento heterogéneo que le haria perder eficacia. Obturar
los extremos con tapon de lana de vidrio y/o cilindros de ma-
llas metalicas de cobre o acero inoxidable. ’

41.3.1.6.2.4. Antes de emplear una columna nueva en la re-
solucion de problemas analiticos, debe ser acondicionada, mon-
tandola en el cromatografo desconectada del detector y calen-
tando & unos 10° por encima de la temperatura maxima a que
vaya a ser utilizada; haciendo pasar, al mismo tiempo, una
corriente de nitrégeno, que se mantiene durante veinticuatro
horas como minimo. La columna es apta para su utilizacion, si
la linea base dibujada por el registrador acusa la estabilidad
del sistema.

41.3.2,

41.3.2.1. Se ajusta el flujo del gas portador (nitrégeno), que
debe ser el adecuado para permitir la elucién del linolenato de
metilo en un tiempo minimo de veinticinco minutos. La presién
de entrada y el flujo necesario para conseguirlo varia segun la
columna y el instrumento utilizado, pero es relativamente cons-
tante para un aparato y columna determinada. Es necesario
mantener un flujo constante durante todo el analisis. El flujo
gaseoso se mide con un medidor de burbuja de jabdén y otro
dispositivo adecuado.

Se pone en marcha la calefaccion del horno de la cdmara
de inyeccion y del detector. El horrio se regula a una tempera-
tura aproximada de 160°-170° C; la camara de inyeccién, a una
temperatura de 50° C superior a la temperatura de la columna,
vy el detector, a 25°C por encima de la temperatura de la co-
lumna.

Las condiciones de trabajo indicadas anteriormente deben
considerarse como orientacion, ya que la imposibilidad practica
de conseguir el mismo comportamiento en columnas diferentes
vy las variaciones que presentan en sus caracteristicas y condi-
ciones operativas los diversos aparatos que se encuentran en
el comercio, hace imposible fijar, a priori, unas condiciones in-
variables de trabajo, aplicables a todos log casos y en todas
las circunstancias. .

Las condiciones operativas mas adecuadas deben ser estable-
cidas por cada operador, a la vista de los resultados obtenidos
con mezclas patrones de ésteres metilicos, siguiendo las ins-
trucciones que se dan en el apartado 41.3.3.

Para todos los demas detalles operativos no mencionados en
esta norma. se deben seguir las instrucciones dadas por la casa
fabricante del aparato. :

Se prepara una disolucién de los ésteres metilicos con ace-
tona, o hexano, cuya pureza haya sido previamente compro-
bada y, utilizando la jeringa, se inyectan 0,4-0,8 pl, y se retira
rapidamente la aguja.

El registro obtenido debe satisfacer las condiciones que se
indican e continuacién; caso contrario, se repite la inyeccitn
hasta obtener un cromatograma satisfactorio.

Condiciones operatorias.
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Los requisitos exigibles son los siguientes:

a) El area total descrita en el cromatograma, referida a la
sensibilidad maxima utilizada en el curso de la operacién, debe
ser de un orden aproximado de 2.000 mm2, con una velocidad
del papel, en el registrador, de 5mm/min. De esta forma,
los componentes presentes, en una cuantia del 0,1 por 100, de-
‘ben dar un pico, como minimo, de 2 mm?, siendo, por tanto,
perfectamente reconocibles. )

b) Con el fin de conseguir que todos los picos caigan den-
- tro del papel registrador, se utilizar4, en cada caso, la atenua-
cion de sensibilidad que sea necesaria, ) ’ )

Una vez conseguido un registro satisfactorio, y heabiendo
alcanzado nuevamente la pluma’ la linea base, se interrumpe
el funcionamiento del registrador y se retira el papel con el
registro. para la identificacién de los picos cuantitativos.

41.3.3. Identificacién de los picos.

41.3.3.1. Criterio basado en los tiempos de retencién.—Refi-
riéndonos exclusivamente a los acidos.que entran normalmente
en la composiciéon de las grasas naturales, sus ésteres aparecen
en el cromatograma en orden creciente de sus atomos de car-
bono y a su insaturacién. Esto es, el palmitico (Ci;s) aparece
delante del estearico (C,q), y los ésteres en Cjy aparecen en el
orden estearato, oleato, linolenato. El éster del acido aréquico
(Cgp,¢), usualmente, aparece -antes del linolénico (Ciq.3) pero,
puede ocurrir lo contrario, en algunos casos, dependiendo del
tipo de columna y de las condiciones de su utilizacién; o in-
cluso, superponerse el uno al otro.

Operando en condiciones constantes, los tiempos de reten-
cién son reproducibles en cada especie quimica, siendo el criterio
mas frecuente empleado para su identificacion.

El tiempo de retenciéon viene dade por la distancia, medida
en el cromatograma, enire el maximo del pico del aire y la
posicion del méximo de la banda. Trabajando con detector de
llama de hidrégeno, la salida del aire no se detecta, pudiéndose
tomar, en este caso, el momento en que se inicia la salida del
disolvente, acusada por una fuerte desviacién de la pluma del
registrador, - .

41.3.3.2. Criterio basado en los tiempos de -retencién rela-
tivos.—Los tiempos de retencion relativos son mas reproducibles.
Las retenciones relativas vienen determinadas por el cociente
de dividir el tiempo de retencién de cada pico por el tiempo
registrado para el pico del palmitato de metilo, o bien por
otro éster que se tome como comprobacién, determinados todos
ellos segun el criterio expuesto en el apartado 41.3.3.1,

41.3.3.3. Como el comportamiento de la columna cambia como
consecuencia de factores muy diversos, y durante su utilizacién
continuada experimenta un proceso de envejecimiento que altera
-su capacidad de retencién, es conveniente comprobar, periédi-
camente, la posicién de los distintos ésteres en el cromatograma,
utilizando mezclas patrones convenientemente preparadas, o
bien ésteres metilicos de una grasa previamente analizada y
conocida. Esto constituye una de las operaciones de -compro-
bacién a que se hace referencia en el capitulo 41.4.

41.3.4. Determinacién cuantitativa.

La determinacién cuantitativa_se basa en el principio de que
los pesos de cada uno de los componentes separados en la
mezcla son proporcionales a las areas comprendidas dentro de
los triangulos dibujados debajo de-cada pico. El area de cada
tridAngulo se obtiene trazando rectas tangentes a los puntos de
inflexiéon de cada pico, prolongandolas hasta su intersecci6n
con la linea base y multiplicando la altura del triangulo por
la mitad de la base. En el caso de haber trabajado con ate-

nuaciones diferentes para cada pico, se referiran todas las me- -

didas a una misma sensibilidad del registrador, multiplicando
la altura por el factor de atenuacién correspondiente en cada
caso, y el valor de la altura asi corregida, por la mitad de la
base. Si no es necesario efectuar correccién en relacién al
cambio de atenuacién, como ocurre en la mayor parte de los
andlisis de rutina en que se trabaja con una sola atenuacién,
la medida del 4rea se realiza mas cé6modamente multiplicando
la altura del pico por el ancho a la mitad de la altura. El con-
tenido de cada. 4cido en la muestra viene dado por la expresién

Superficie A

Porcentaje A en peso = X 100,

¥ de las superficies
siendo A el éster melilico correspondiente a un pico dado.
41.4,
41.4.1. Reactivos necesarios:

Laurato de metilo.
Palmitato de metilo. -
Estearato de metilo.
Oleato de metilo.
Linoleato de metilo.

Estos ésteres metilicos han de ser puros, comprobada su pu-
reza por cromatografia gaseosa, vy conservados en condiciones
que garanticen su inalterabilidad y comerciales como se indi-
ca en 41.23.3.

414.2. Prueba de comportamiento del instrumento y de la
columna.

Operaciones de comprobacién.

Se realiza determinando la resoiucién de dos productos cri-
ticos, como son el oleato y el estearato de metilo. La resolucién
viene determinada por la expresién.

2D
Resolucién = —
O+ E

Siendc:

D = distancia entre los dos maximos de los picos del oleato
y el estearato. ’

O = ancho de la base del pico correspondiente al oleato.

E = ancho de la base del pico correspondiente al estearato.

Estos valores se determinan sobre el cromatograma obtenido
con una muestra que contenga cantidades aproximadamente
iguales de estearato y oleato de metilo, inyectando una cantidad
tal que la altura de estos picos alcance al 25-50 por 100 del
ancho del papel de registro. E

Si la resolucién calculada es igual o mayor que 1,0, la
columna y el instrumento se encuentran en condiciones satis-
factorias. Todas las columnas en ¢l transcurso de su utilizacién,
sufren una pérdida gradual en la resolucién de los picos; cuan--
do el valor llegue a ser inferior a 1,0, debe instalarse una nueva
columna. :

41.4.3. Situacion de los ésteres en el cromatograma.

Utilizando los productos patrones a que se hace referencia
en el apartado 41.4.1, se prepara una mezcla que contenga,
preferiblemente, cantidades de un orden aproximado al exis-
tente en la grasa o grasas que se trata de analizar. Se registra
el cromatograma de la formea usual, determinando los tiempos
de retencion absolutos o relativos para cada una de las especies
contenidas en la mezcla.. :

En el caso de tener que identificar en el problema algun pico
que no coincide con los ésteres contenidos en la mezcla patrén,
es de suma utilidad efectuar, a partir de los datos obtenidos
con la mezcla patrén, la representacién grafica de la funcion
que relaciona los logaritmos de los tiempos de retencién, con
el nimero de atomos de carbono de cada acido; para los tér-
minos comprendidos en una misma serie homoéloga, esta fun-
cién es lineal; por lo tanto, los tiempos de retencion de los
términos de la serie de los que no se disponga de muestra
patrén pueden calcularse por interpolacién o viceversa.

.41.4.4. Calibrado para aplicacién cuantitativa.

Utilizando los .productos patrones a que se hace referencia
en el apartado 41.4.1, se prepara una mezcla que contenga can-
tidades exactamente pesadas de cada uno de los ésteres, de-
biendo tener una composicién analoga a la de la muestra

‘problema. Se registra el cromatograma de la forma usual, efec-

tuandose los calculos cuantitativos segun se indica en el apar-
tado 41.3.4. '

Los resultados deducidos del cromatograma coinciden, nor-
malmente, con los valores reales de la mezcla patrén. Sin em-
bargo, en algunos casos, debido a diversas causas, se observan
discrepancias que pueden ser corregidas aplicando factores de
correccion. Estos factores de correccién no son aplicables mas
que en la parte lineal de la curva de respuesta del detector para
cada constituyente. Por consiguiente, el operador debe ser extre-
madamente prudente en lo que respecta a la aplicaciéon de
estos factores, ya que ellos pueden variar en funciéon de la
composicién de la mezcla a analizar, modificaciones en el
detector ¥y en el .amplificador, alteracién de la fase fija, etc. Si
la. cantidad encontrada para un &cido graso cualquiera de la
mezcla patrén discrepa en mas de un 10 por 100 de la cantidad
calculada, éste indica que el aparato no funciona correcta-
mente, siendo necesario buscar la causa.

El factor de correccién para cade écido se calcula con rela-
cién al Acido palmitico, utilizando mezclas patrones con una
composicién andloga a la de la muestra problema que se trata
de analizar. Se procede de la forma siguiente: se divide el por-
centaje de cada acido por el area del pico correspondiente y
el cociente por el valor obtenido para el acido palmitico:

x P X Ap

Ay P
Siendo:

fx = factor de correccién del Acido.

x = tanto por ciento del acito en la mezcla patron.
A, = area del pico x. : .

P = tanto por ciento del 4cido palmitico en la mezcla pairdn.
Ap = érea del pico del 4cido palmitico.

Para aplicar estos factores a la mezcla problema se multipli-
can por la relacién entre el Area medida para cada acido en
el cromatograma y el Area del pico correspondiente al acido
palmitico; se obtiene, procediendo de esta forma, la relacién
entre el contenido de cada acido y el palmitico, tomado como
unidad.

X Ay
- ix
P Ay

Si est4n comprendidos en el cromatograma todos los &cidos

componentes de la mezcla problema, a partir de las relaciones
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calculadas se puede pasar facilmente a la composicion cente-
simal.

41.5. Notas.

41.5.1. En el caso de utilizarse el método de extraccién a)
(apartado 41.2.3.2.1), la pesada y metilacién de la muestra se
efectuara mas comcdamente en el matraz de cuello largo, des-
crito en el apartado 41.2.1.5, efectuandose en .el mismo recipien-
te, sin necesidad de transvase, la adicién de la disolucién sa-
turada de cloruro sédico. . )

41.5.2, En el caso de que se tuviese dificultad en la prepa-
racion de la disolucion de acido clorhidrico, se podria sustituir
con una disolucion: del 5-8 por 100 (p/p) de &cido sulftrico
(d = 1,04), en metanol anhidro, utilizable también en las ope-
raciones descritas en los apartados 41.2.3.1.1 y 41.2.3.1.2,

41.5.3. Le designacién de los tamices corresponde a la no-
menclature del sistema U. S., referida a nimero de mallas por
pulgada lineal; de dcuerdo con la Norma UNE 7050, los -tami-
ces de 80 y 100 mallas/pulgada lineal (sistema -U.S.) serian
designados, respectivamente, tamiz 0,177 UNE 7050 y tamiz
0,149 UNE 7050, siendo las cifras indicadas las aberturas de
malla, expresadas en milimetros.

41.8. Referencias.

UNE 55.037 Materias grasas. Determinacion de 4cidos gra-
sos por cromatografia gaseosa. -

43. RECONOCIMIENTO DLE ESTERES NO GLICERIDOS EN GRASAS
COMESTIBLES POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

43.1.

Disolucién de la muesira en hexana y posterior separacion
de los triglicéridos por cromatografia en capa fina.

Es aplicable a todos los aceites virgenes o refinados, utili-
zables directamente en la alimentacién humana.

El meétodo ha sido estudiado con ésteres de acidos grasos
y los alcoholes siguientes: metanol,” 1,2 y 1,3 propilenglicol y
etilenglicol.

Los limites detectados, segan ensayo colaborativo en el que
han intervenido cinco laboratorios; oscila entre 0,7 por 100 (p/p)
y 1 por 100 (p/p). .

43.2,

43.2.1. Equipo de cromatografia en capa fina, compuesto de
placas de gel de silice G y un espesor de capa de 0,25 mm o
de 0,40 mm en caso de ser necesaria una mayor resolucién.

43.2.2. Placa calefactora adecuada para quemar placas que
permita alcanzar temperaturas de 380° C.

Principio.

Material y aparatos.

43.2.3. Microjeringa de 10 pl.
43.3. Reactivos.
43.3.1. Hexano para cromatografia (dzo°c = 0,684),

-43.3.2. Eter etilico (dzo°c’= 0,715).
43.3.3. Liquido de desarrollo.

i Mez¢lar 92 voluimenes de hexano y 8 volimenes de éter eti-
ico.

4373.4.
43.4. Procedimiento.

Acido sulfurico al 50 por 100.

Depositar con una jeringa 2 a 3 pl de la disolucién de la
muestra en hexano al 10 por 100, aproximadamente, sobre la
placa de cromatografia, a una distancia aproximada de 1 cm del
borde inferior de la capa de silice.

Introducir en la cubeta contenida el liquido de desarrollo
hexano-éter etilico, esperando hasta que el frente del disol-
vente se sitlie a unos 3 cm, aproximadamente, del borde supe-
rios de la placa. Sacar la placa de la cubeta y dejar secar al
aire, lo cual se consigue sn unos minutos. Con el fin de facili-
tar el reconocimiento de ios ésteres mas diffcilmente separables,
.es recomendable y necesario en algunos casos efectuar dos o
tres desarrollos. Para ello, terminado el primer desarrollo y una
vez seca la placa, volver a introducir en la cubeta, mantenién-
‘dola hasta que el frente del disolvente se haya situado a la
misma altura anterior. Repetir el proceso una vez mas si es
necesario. En los casos de duda sobre el resultado positivo de
la prueba, debera repetirse la cromatografia, sometiendo la
placa a dos o tres desarrollos.

Pulverizar la placa seca con una disolucién de acido sulfa-
rico al 50 por 100 y quemar sobre la placa calefactora a unos
300° C.

43.5. Interpretacién de resultados. -

A un tercio, aproximadamente, del borde inferior de la:pla-
ca aparece una mancha intensa correspondiente a los triglicé-
ridos. En aceites puros no aparece por encima ninguna otra
mancha proxima a la de los triglicéridos, a excepcién de algu-
nos componentes del insaponificable que marchan con el frente
del disolvente. Una mancha, mas o menos intensa, situada por
encima, préxima a la de los triglicéridos, acusa la presencia
de ésteres extrafios al glicerol. La distancia relativa entre estas
dos manchas depende, légicamente, del alcohol de que se trate;
los ésteres de monoalcoholes, tales como el metilico o etflico,
se sitian mas distanciados de como lo hacen los ésteres de
dialcoholes, tales como el etilenglicol o propilenglicol.
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43.8. Referencias.
1. Instituto de Racionalizacién del Trabajo. Una Norm - Es-
pafiola 55.085, : ’

44. TEMPERATURA DE INFLAMACION

44.1. Principio.

Inflamacién momentanea de los vapores desprendidos de la
materia grasa en ensayo, en contacto con el aire, operando en
condiciones determinadas.

44.2. Material y aparatos.
44.2.1. Aparato de Pensky-Martens en taza cerrada (fig. 44.1)
que consta de los elementos siguientes:

MANGUITO DE CONEXION Al
TUBO DE'ENTRADA: DE GAS PARA EL MOTOR
MICRO-MECHERD PE.ENGENDIDO.
POSICION ABIERTA,

10»

1ZEJE DEL- TLOVQMETRO

SUJECION OEL TUfRO DE .
ALIMENTACION DEL Mi-
TRO-MECHERO PILOTO.

W] T

BANO DE CALENTAMIENTO

~
]
3

Fig. 44.1 (dimensiones en milimetros)

44,2.1.1. Taza cilindrica de latén o bronce o aleacién simi-
lar no oxidable y de conductividad térmica equivalente (figu-
ra 44.2). Debera ir provista de una pestaifia a todo su alrededor
para su ejecucion en el bafio de calefaccién, debiendo, ademéas,
fijarse en una posicién determinada, impidiendo todo movi-
miento giratorio una vez situada dentro del bafio. Llevard una
marca circular alrededor de la pared interior, a una altura
de 34 milimetros del fcndo, indicando la cantidad que debe to-
marse del aceite a ensayar. El volumen necesario para el ensa-
yo, sefialado por esta marca es de 70 ml. Llevara tam-
bién un mango con el aislamiento conveniente, que permita el
manejo cémodo de la taza para su colocacién y retirada del
bloque. .

PESTARA

25,0

10_| 12

NIVEL DE LLENACO

1.9

o xos

lo_b5ss05 ___ ,l

TAZA‘

Fig. 44.2. (dimensiones en milimetros)
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442,12, Tapa (fig. 44.3)..

La taza ird provista de una tapa, la cual encajara en la
parte superior, estando provista de cuatro orificios cuya situa-
cién y dimensiones son las indicadas en la figura.

*05= 5%

% a - e o e -

Fig. 44.3 (dimensiones en milimetros)

44.2.1.3. Obturador fig. 44.4).

Encima de la tapa lleva una lamina que puede girar sobre
el eje central del aparato, pudiendo efectuarse este giro accio-
nando manualmente un mecanismo que permita el desplaza-
miento de la lamina entre dos posiciones extremas: Una, que
puede denominarse posicién de reposo, y otra, posicién de en-
cendido. El mecanismo ir4 provisto de un muelle que manten-
ga €l obturador en posicién de reposo, siendo necesario actuar
e sentido contrario para pasarlo a la posicién de encendido;
de la presién manual, el obturador debera recobrar automati-
camente la posicién inicial.

En la posiciéon de reposo, las tres aberturas A, B y C de la
tapa permanecen cerradas por el obturador; al girar la tapa,
accionando el mecanismo aludido, y llevarla a la posicion
opuesta, se abriran las tres aberturas, haciendo posible, al
mismo tiempo, los movimientos que se indican en los dos apar-
tados siguientes referentes al micromechero de encendido y a
la agitacion.

. MANDO REGULADOR DE LA
/ LLAMA DE ENCLNDIDO

Ve MICRO*MECHEHQ PILOTO

=
MICRO-MECHERQ DE ENCENDIDO

SENTIDO DE GIRO DEL
OBTURADOR

MECANISMO DE ACCIONAMIENTG DN
PARA EL GING DEL OBTURADOH

.
OBURADOA EN POSICION CLIMADA O DE AspOSC |

Fig. 444 (dimensiones en milimetros)

44.2.1.4. Micromechero de encendido (fig. 44.4).

Esté. constituido por un pequefio tubo, con un orificio de
salida de 0,5 milimetros de diametro, provisto de una valvula
accionada por un tornillo que permite la regulacién de la
llama. Puede utilizarse gas ciudad o butano.

El micromechero va montado en un eje transversal, que
permita un movimiento basculante, pudiendo introducirse la
punta del mechero por el orificio A de la tapa (fig. 44.3) apoyan-
dose en el borde. Situado en esta posicién, quedaran introdu-
cidos dos milimetros de mechero .y en una posiclén inclinada
formando un angulo de 40 grados con la vertical.

44.2.1.5. Micromechero piloto.

Es un mechero de caracteristicas analogas al anterior, pero
con un orificio de salida de 0,25 milimetros y sin valvula de
regulacion. Esta situado en una posicién horizontal, perpen-
dicularmente al mechero. de encendido, separado dos milime-
tros de la tapa mévil designado como obturador (fig. 44.4). El ob-
jeto de este micromechero es el mantener encendida una llama
piloto que, al bascular el micromechero de encendido, e inmedia-
tamente antes de penetrar en la aberture A, se encienda, pe-
netrando yva encendido; al volver el mechero a su posicidén
normal horizontal debera apagarse nuevamente.

44.2.1.6. Agitador.

La tapa descrita anteriormente ira equipada con- un agita-
dor (fig. 44.1) montado en el centro de la tapa y constituido por
dos laminas rectangulares de 15 mm de longitud y 8 mm de
ancho, dispuestas formando entre sf un angulo de 90° la dis-
tancia entre los extremos de las laminas sera de 40 mm y la
distancia entre la cara interior de la tapa y el extremo inferior
del agitador sera de 50 mm. En la parte superior del eje y en
la posicidn que se indica en el dibujo, llevard un segundo- sis-
tema de paletas, con un ancho de 8 mm y una distancia entre
los extremos de las laminas de 18 mm. El eje con los sistemas
de paleta ira conectado a un motor eléctrico, verificandose esta
conexién mediante un cable flexible que pueda conectarse y des-
conectarse a voluntad.

El mando de accionamiento del agitador ira unido a un sis-
tema mecanico adecuado para que al mismo tiempo de accionar
el obturador, desconecte al motor del agitador y haga vascular
el micromechero de encendido, para encender la llama e in-
troducirla en la taza, tal como se ha explicado anteriormente;
al dejar en libertad el mando de accionamiento del obturador,
se establecera la situacidén anterior, quedando apagado el micro-
mechero en su posicién normal, cerrada la taza y restablecido
el funcionamiento del motor. El ciclo completo de estos movi-
mientos debera realizarse en un tiempo comprendido entre dos
y tres segundos.

44.2.1.7. Bano de calentamiento.

Esta constituido por un cilindro metalico de aleacion analoga
8 la de la taza, provisto de un sistemna de calefaccién en et
que puede utilizarse una llama o calentamiento eléctrico, lo
cual es preferible. En cualquier caso, el sistema utilizado dara
lugar a un calentamiento uniforme de toda la superficie del
bafio, tanto en el fondo como en las paredes laterales, y la
fuente de calefaccion tendra potencia suficiente para elevar la
temperatura del bano de la forma que se especifica mas ade-
lante, pudiendo llevar el aceite contenido en la taza del ensayo
a una temperatura de 350° C. El bario ir4 provisto, en su parte
superior, de una placa con un orificio de 54,5 mm de diametro,
por el que se introducira la taza conteniendo el aceite a ensavar,
haciendo descansar sobre la placa la pestafia de que va provistg
la taza (fig. 44.2). La posicion de Ja taza se fija exactamente en
el centro del bafno mediante unos tornillos que encajan en unas
muescas situadas en la pestafia o utlizando cualquier otro
dispositivo de fiiacién, quedando espacic libre entre la taza y
el bafio de calentamiente, de 4,5 mm, que dehe mantenerse
uniforme por toda la superflicie (fondo y paredes laterales).

44.2.1.8. Termdémetros.

Adaptables al aparato, con intervalos de 1°C y compren-
diendo los limites entra los cuales se presume se han de sjtuar
las temperaturas a medir Deberan haber c«ido debidamente
contrastados, con una tolerancia en el error de escala de 0,5
grados centigrados. -

44.2.2. Centrifuga de cabeza oscilante, con capacidad sufi-
ciente para centrifugar, en una sola operacién, unos 100 ml de
aceite.

44.3. Reactivos.

44.3.1. Sulfato cuprico anhidro, quimicamente puro. Pulve-
rizar en un mortero unos 50 g de SO,5H,0. El producto pulve-

rizado se coloca en una capsula que se mantiene en una estufa
dos horas a 150° C.

44.4.
44.4.1.

Procedimiento.
Preparaciéon de la muestra.

Tomar aproximadamente 100 g de muestra y adicionar un

5 por 100 de su peso de sulfato cuprico anhidro. agitar durante

un minuto en una vasija cerrada y dejar reposar durante media

hora. Centrifugar en tubo cerrado con tapon esmerilado a

' 2.800 r.p.m., debiendo quedar el aceite limpio (ver 44.6.1 y 44.6.2).
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44.4.2. Ensayo preliminar.

En el caso general de tratarse de una muestra para la que
se desconozca totalmente su comportamiento en el ensayo, sera
necesario efectuar previarnente una o varias determinaciones
preliminares que sirvan para conocer el valor aproximado del
«punto de inflamacién». Si se tratase de una muestra de natu-
raleza conocida para la que pueda preverse el orden aproximado
_de «<la temperatura de inflamacién», podria omitirse el ensayo
preliminar, pudiendo cumplirse los requisitos exigidos en. el
ensayo definitivo.

44.4.3. Ensayo definitivo.

Llenar la taza del aparato con la grasa convenientemente
preparada, cuidando que la base del menisco coincida con la
linea marcada en el interior y evitando la formacién de bur-
bujas de aire. Colocar la tapa as{ preparada en- el aparato,
junto con los demés dispositivos y el termémetro de escala
adecuada.

Encender la llama del micromechero piloto ajustando la en-
trada de gas de forma que la longitud de la llama sea de ynos
4 mm; ajustar también la entrada de gas en el micromechero
de encendido para que la llama, al efectuar el disparo, tenga
una longitud de 5 a 6 mm.

Poner en marcha el dispositivo de calefaccién y el agitador,
regulado de forma que no sobrepase una temperatura que se
sitie de 5 a 10° por bajo de «la temperalura de inflamacion
prevista»; el agitador debera girar a una velocidad de 60 a 120
revoluciones por minuto.

Alcanzade la temperatura previamente establecida, continuar
la calefaccion, regulada de forma que el aumento de tempe-
ratura sea de 0,5° C/min. Cuando falten unos 3° C para al-
canzar la «temperaiura de inflamacién» se comienzan los en-
savos. Para ello y a intervalos de un minuto se interrumpe la
agitacién y se acerca la llama a la superficie del aceite, abrien-
do el obturador que cierra la ventana de la taza y vasculando
el micromechero hasta introducir la llama en el interior, de-
biéndose realizar esta operacién en medio segundo, Dejar en
esta posicion un segurdo, volviéndolo rapidamente a su posicién

. primitiva, poniendo inmediatamente en marcha la agitacién
(ver 44.6.4).

Repetir esta operacién a intervalos de un minuto, hasta que
se observe. tna inflamacién clara pero fugaz en los vapores
que existen en el interior de la taza, y se extienden por toda la
superficie del aceite. La temperatura a la que se produce este
fenémeno es la. que se tema como <«temperatura de inflama.--
cién». Anotar la presién atmosférica a la que se ha realizado
el ensayo (ver 4465 y 44.6.6).

El nimero de aperturas del obturador hasta alcanzar la «tem-
peratura de inflamacidn» no debera ser nunca superior a cinco
Si fuera necesario rchacsar esta cifra, repetir el ensayo tomando
una nueva muestra de aceite.

Analogamente, si se consiguiese la inflamacién en el primer
intento, la temperatura registrada no se dara como aceptable,
debiéndose repetir el ensayo con las ccrrecciones opertunas.

La duramon total del ensayo serda aproximadamente de una
hora y media.

44 5. Cdlculos.

760 —p
Tc = Te — ————
30
Siendo:

Te = Valor leido como temperatura de inflamacién.

Tc = Valor corregido, expresado en grados centigrados, re-
ferido a la presién normal.

P = presién atmosférica, expresada en mm de Hg, a la que
que se ha efectuado la medida.

La diferencia entre resultados sucesivos obtenidos por el
mismo operador, con el mismo instrumental y con una misma
muestra, no debe sobrepasar dos unidades. De no ser asi, reali-
zar un tercer ensayo o los que fueran necesarios hasta alcanzar
la constancia debida.

44.6. Observaciones.

44.8.1. Si la grasa es solida a la temperatura del laboratorio,
fundir calentando a una tempcratura que no exceda de 10°C a
la temperatura de fusién. La determinacion de Ja temperatura
de inflamacidén se comenzara, en este caso, a la temperatura
a la cual se hava realizado este proceso previo de fusién. Si
fuese necesaria la desecacidén, se realizara, también, sobre la
grasa licuada.

44.6.2. La deshidratacion .puede ser suprimida si la hume-
dad de la muestra no es superior a 0,1 por 100. Si el contenido
en agua fuese mas elevado, la desecacion es necesaria para
eludir la posibilidad de que se forme una espuma excesiva,
gque podria apagar la llama al introducir el micromechero en
la .taza.

44.6.3. En los aparatos de funcionamiento automatico, al
reaccicnar el mecanismo del obturador, se producen simulta-
neamente todos los movimientos descritos, dehiéndose preocu-
par el operador unicamente de mantener el mecanismo en ten-

sién durante el tiempo establecido de un segu.ndo observando
el proceso de inflamacién y la temperatura.

44.6.4. El intervalo de un- minuto entre cada dos ensayos
de inflamacion es el tiempo minimo que se considera necesa-
rio para restablecer la concentracién de saturacién de los va-
pores del espacio libre de la taza, en equilibrio con el aceite
en ensayo, equilibrio éste que se altera al efectuarse cada en-
sayo de inflamacién.

44.8.5. El verdadero fenémeno de inflamaciéon no debe con-
fundirse con el halo azulado que se observa. algunas veces ro-
deando la llama; esto indica que el fenémeno de inflamacién
esta préximo, pero no debe confundirse con la verdadera infla-
macion del aceite.

Si al introducir la llama de encendido por la abertura de
la placa se produce una inflamacién permanente de los gases
combustibles distinta al destello. que se ha descrito anterior-
mente, este hecho pone en evidencia que el aceite se encuen-
tra a una temperatura superior a su punto de inflamacién,

-debiendo repetirse - la expénenma. pa.rtlendo de una nueva

muestra.

44.7. Referencias.

1. Instituto de.Racionalizacion del Trabajo. Una Norma
Espafiola. 55.103.

45. RECONOCIMIENTO DE ANTIOXIDANTES

45.1. Principio.

Los antioxidantes son extraidos por el acetonitrilo de una
solucién de la muestra en hexano y posterior fraccionamiento
e identificacion.

Aplicable a materias grasas destinadas directamente a la
alimentaciéon humana. No aplicable a grasas brutas o a aque-
llas otras que introduzcan impurezas en el extracto que difi-
culten el fraccionamiento cromatografico y el reconocimiento
de antioxidantes.

Los antioxidantes identificados por este método son: Acido
nordihidroguayarético (NDHG), galato de propilo (GP), galato
de octilo (GO), galato de dodecilo (GD), butilhidroxianisol
(BHA) y butilhidroxitolueno (BHT).

45.2. Material y aparatos.

45.21. Equipo de cromatografia en capa fina, con placas de
gel de silice G de tamafio conveniente, segin el numero de
muestras que se deseen examinar en una sola operacién y un
espesor de capa de 0,25 milimetros. Ver 45.8.1.

45.2,2, Evaporador rotatorio.

45.2.3. Matraz de fondo redondo de 250 ml,
el evaporador rotatorio.

45.2.4. Estufa de desecacién con calefaccion eléctrica y re-
gulacion de temperatura, con un error de *2°C en todo el
ambito interior de la estufa.

utilizable con

45.2.5. Ampollas de extraccién con capacidad de 250 ml.

45.2.6. Maitraces coénicos de 250 ml y 1.000 ml con tapoén
esmerilado y cono normalizado 29/32.

45.2.7. Matraces aforados de 100 ml con tapén esmer11ado

y cono normalizado 14/23.

45.2.8. Vaso de 150 ml.

45.2.9. Jeringa de 20 yl; graduada en .

45.3. Reactivos.

45.3.1. Gel de silice G, de calidad adecuada para cromato-

grafia en capa fina y en especial para el fraccionamiento de
los productos que se trata de separar, lo que se comprueba
con los patrones correspondientes.

45.3.2. Metanol con un contenido de agua que no sobrepa-
se el 0,5 por 100 (v/v).

45.3.3. Etanol con una riqueza de 96/97 por 100 (v/v).
45.3.4. Hexano normal para cromatografla (d2¢° = 0,584).
45.3.5. Acetonitrilo.

45.3.6. Acetato de etilo.

45.3.7. Benceno.

45.3.8. Cloroformo.

45.3.9. Acido acético cristalizable.

45.3.10. Acetonitrilo saturado de hexano.—En un matraz coé-

nico de 100 ml introducir 900 mi de acetonitrilo. Agregar 100 ml
de hexano v un poco de sulfato sédico seco. Agitar, cerrar el
matraz con el tapén y dejar en reposo unas doce horas. En
el momento del uso, sacar la cantidad necesaria de acetonitrilo.

45.3.11. Hexano saturado de acetonitrilo.—Proceder como se
indica anteriormente, invirtiendo las cantidades de los dos di-
solventes. Conservar en el matraz hasta su utilizacion.

45.3.12. Liquido de desarrollo.—Innmediatamente antes de su
utilizacion preparar una mezcla de hexano, benceno y acido
acético en las proporciones 4C:40:20 (v/v/v).

45.3.13. Revelador.—Solucion al 1 por 100 en etanol (m/v)
de dicloro-2-5-quinona clorimida.
45.3.14.- Soluciones patrén.—Disolver al 0,1 por 100 (m/v)

en etanol los antioxigenos. cuya identificacién se quiera reali-
zar en la grasa. Estos productos deberan ser -puros, cOmpor-
tandose en la cromatografia como una sola especie quimica;
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sl apareciesen impurezas, éstas no deberan perturbar la mar-
cha del proceso ni el reconocimiento de los otros antioxi-
dantes. : -

45.4. Procedimiento. v

45.4.1. Extraccién de los antioxidantes.

Pesar de 7,5 a 10 ml de la muestra de aceite o grasa e in-
troducirla en un vaso de 150 ml.” Disolver con 100 ml de hexa-
no, pudiéndose calentar suavemente en caso de necesidad para
acelerar el proceso de disolucién. Pasar la solucién a una
‘ampolla de extraccién de 250 ml. Lavar el vaso con 25 ml de
hexano, agregando este liquido a la ampolla de extraccién.
No debe quedar ninguna particula insoluble en la solucién.
Arfiadir 25 ml de acetonitrilo saturado de -hexano y agitar du-

rante un minuto. Sacar la fase inferior de acetonitrilo, pa-

sandola a una segunda ampolla  de 250 ml. Si se forma una
emulsién, calentar suavemente la ampolla haciendo caer sobre
ella, desde un frasco lavador, un chorro de agua a unos
50° C, haciéndola girar al mismo tiempo muy lentamente. Pro-
longar la operacion hasta lograr la separacién en dos fases
limpias. - ’ -

Repetir otras tres veces consecutivas la extraccién con el ace-
tonitrilo saturado de hexano, empleando 25 ml en cada extrac-
cién acumulando los extractos en la misma ampolla.

Los extractos reunidos de acetonitrilio se lavan dos veces
con hexano saturado de acetonitrilio, -empleando 25 ml en cada
lavado.

Pasar el extracto en acetonitrilo, una vez lavado, a un ma-
traz .de fondo redondo de 250 ml. Evaporar el disolvente en
evaporador rotatorio, con vacio, calentar muy cuidadosamente
y evitando que la temperatura del bafio de agua no sobrepase,
en ningin momento, los 40° C. : .

Una vez evaporado el disolvente, disolver el residuo en 2 ml
de metanol, pasando la disolucién a un frasquito de, capacidad
ade;:ua.da para su conservacién y utilizacion en la cromato-
grefia. :

Si el residuo obtenido en la concentracién no se disuelve to-
talmente en el metanol, filtrar la solucién. -

Para contenidos pequefios de antioxidantes, por ejemplo, de
un orden inferior a 0,1 por 1.000, debe emplearse menos disol-
vente. :

45.4.2. Cromatografia en capa fina.

Depositar 10 pl de la disolucién en metanol de los antioxi-
dantes en una placa de dimensiones adecuadas, previamente ac-
tivada en las condiciones recomendadas para cada caso, y en
el centro de una linea situada a unos 2 cm del extremo inferior
de la placa.. : . )

Depositar 4 y de cada uno de los patrones con que se desee
operar, a la derecha y e la izquierda de la mancha problema,
distantes entre si 10-15 mm.

Introducir la placa en la cubeta de desarrollo, cuidando que
las manchas depositadas queden por encima del nivel del liquido
en la cubeta.

Dejar la cubeta preferiblemente en la oscuridad o en una
estancia débilmente iluminada, prolongando el desarrollo hasta
que el frente del disolvente se sitie a unos 15 cm de la linea
dle partida de los antioxidantes. Sacar la placa dejdndola secar
al aire. -

Pulverizar_la placa con el revelador, introduciéndola después
en una estufa de aire regulada a 100° C (+2° C), donde perma-
neceré diez a quince minutos.

Sacar la placa de la estufa y observar las manchas del pro-
blema, comparandolas con las de los patrones.

45.5. Interpretacién de resultados. .

El orden de colocacion de los antioxidantes, en orden de
menor a mayor desplazamiento, es el siguiente: NDHG, GP, GO,
BHA, BHT (ver 45.6.2 y 45.6.3). :

45.8. Observaciones. -

45.6.1. En determinados casos, para conseguir una separacién
efectiva de antioxidantes, con valores de Rf muy proximos,
como por ejemplo el NDHG y GP, es aconsejable operar con es-
pesores de gel de silice de 0,40 mm en lugar de 0,25 mm, que
es el mas frecuente y con el que se consiguen normalmente re-
sultados satisfactorios.

45.6.2. Se puede intensificar la coloracién de las manchas,
t’a:cxhtando su reconocimiento v la sensibilidad del método, me-
diante reaccién con el amoniaco.

Para ello, 1a placa, una vez revelada y seca, se introduce en
una cubeta saturada de vapores de amonfaco, manteniéndola allf
hasta observar una intensificacién del color de las manchas. Se
adquieren coloraciones caracteristicas en algunos casos.

Debe cuidarse no prolongar demasiado el contacto con el
amoniaco, en evitacion de que se coloree el fondo de la placa,
lo cual, en vez de beneficiar, podria dificultar el reconocimiento
de los antioxidantes.

45.8.3. A titulo de orientacién, se dan a continuacién los vé;
lores Rf obtenidos con los seis antioxidantes citados anterior-
mente: .
GO GD BHA BHT
028 035 90,75 0,98

45.6.4. La aparicién de una mancha de BHT muy débil, en
comparacioén con el patron, puede ser debido a una pérdida del
producto en el lavado con hexano saturado de acetonitrilo. En
este caso, proceder como sigue: Realizar la extraccién tal y como
dice el método. Recoger por separados los liquidos procedentes
de la extraccién con acetonitrilo saturado de hexano y los que
proceden del lavado con hexano saturado de acetonitrilo. Eva-
porar los disolventes. Disolver ambos residuos con metanol
(2 ml). Sobre la placa depositar unos 10 pl del extracto proce-
dente de la extraccién con acetonitrilo y 15 pl del que procede
de los lavados con hexano. De esta forma, el BHT se detecta
en ambos desarrollos, pudiéndose considerar la cantidad presente
en la muestra por comraracién con el patrén como «suma» de
las intensidades de ambas manchas. '

NDHG GP

Antioxidantes .,; .ve s o
Rf ... ... 0,10 0,14

-45.7. Referencias.

1. Instituto de Racionalizacion del Trabajo. Una Norma Es-
paifiola. 53.017. ‘

46. ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA
46.1. Principio.

Obtencién de los ésteres metilicos de los acidos grasos me-
diante reaccién con una solucién de hidréxido potasico en me-
tanol y subsiguiente inyeccién directamente de la disolucién
de ésteres metalicos en el cromatograma,

El método es aplicable a las grasas de mantequillas u otras
que contengan acidos grasos de longitud de cadena inferior al
Cis y siempre-que el contenido de acidos libres no exceda del
1 por 100 expresados en acido oleico.

46.2. Material y apara,to.s.

46.2.1. Matraces con boca esmerilada y fondo redondo de
50 y 100 ml de capacidad.

46.2.2, Pipetas aforadas de 1 m], 2 ml y 10 ml.

46.2.3. Matraces aforados de 50 y 100 ml de capacidad.

46.2.4. Probeta graduada de 10 ml.

46.2.5. Jeringa de caracteristicas adecuadas para la inyeccion
de la muestra, graduada en décimas de ml, con una capacidad
total de 1 a 10 ml. :

46.2.6. Cromatografo apto para trabajar en fase gaseosa, pro-
visto de horno capaz de ser calentado hasta 250°-300° C y sistema
de regulacién que permita controlar la temperatura con un error
de +1,0°C. Equipado con programador de temperatura capaz
de llevar la temperatura del horno de 60°C a una velocidad
de 4°C/min. Provisto de regulacion independiente de la tem-
peratura del inyector, que podra ser calentado a una tempera-
tura superior, por lo menos, en 50° a la méxima alcanzable
por el horno provisto de un sistema de deteccién sensible, de
ionizacién de llama de hidrogeno, que pueda ser mantenido a la

- temperatura de la columna, a unos 50° C por encima de la del

horno.

46.2.7. Registrador con una tensién de entrada adecuada a
la salida del amplificador del cromatégrafo, con una velocidad
de respuesta minima capaz de producir la deflexién completa
de la escala en un segundo y una velocidad de desplazamiento
del papel de 5 mm/min, que permita la posibilidad de variar
esta velocidad acelerando o retardando el desplazamiento.

46.2.8. Tubo de nitrégeno a presién utilizable como gas por-
tador, debiendo tener una riqueza minima del 99,8 por 100.

46.2.9. Tubos de hidr6geno y aire a presi6én necesarios para
el caso en que se utilice detector de llama de hidrégeno. El
hidrégeno debera tener una riqueza minima del 99,8 por 100,
debiendo estar seco. Como medida de seguridac, es muy con-

~ veniente colocar a la entrada de los gases en el cromatdgrafo

sendos tubos de desecacidén provistos de criba molecular 13X.

48.2.10. Columna cromatografica.

46.2.10.1, Columna que satisfaga las condiciones determina-
das en 41.4.2 de los Métodos Oficiales de Analisis de Aceites
y Grasas.

48.2.10.2. Columna de vidrio con diametro interior de 4 mm
y una longitud aproximada de 2 mm. Rellenade con Chromo-
sorb G, W o Q (80-100 mallas), conteniendo de 2,5 a 5 por 100
de un poliéster, siendo reccmendable cualquiera de los tres si-
guientes: dietilenglicolsuccinato (DEGS), etilenglicolsuccinato o
adipato (EGS o EGA), polietilenglicoladipato (PEGA).

Antes de emplear una columna nueva en la resolucién de
problemas analiticos, debe ser acondicionada eliminando todos
aquellos productos volatiles que perturbarian la marcha de la
cromatografia. Para ello, se monta en el cromatégrafo, sin conec-
tarla al detector, v se calientia el horno a unos 10° por encima
de la temperetura maxima a que vaya a ser utilizada la colum-
na ‘en trabajos posteriores; haciendo pasar, al mismo tiempo,
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una corriente de nitrégeno de 30 a 40 ml/min; que se mantiene
durante veinticuatro horas, como minimo. La coelumna seri apta
para su utilizacién si, una vez conectada al detector y en fun-
cionamiento normal, la linea base dibujada por el registrador
acusa la estabilidad del sistema.

46.3. Reactivos.

46.3.1. Metanol absoluto (99,8 por 100).

. 46.3.2. Hidroéxido potasico, en lentejas. i

46.3.3. Eter de petroleo o hexano.—Eter de petréleo (p. e. 40°-
60° C), cuyo contenido en benceno no sea superior a 0,1 por 100,
hexano normal, que cumpla las mismas especificaciones del éter
de pelrdleo. ) .

46.3.4. Heptano normal, con una riqueza minima en heptano
normal, determinado por cromatografia gaseosa, del 89 por 100.

46.3.5. Disolucion 2 N de hidréxido potasico en metanol.—
Disolver 11,2 g de hidréxido potasico en 100 ml de metanol.

46.3.8. Esteres metilicos de pureza adecuada para su utiliza-
cién como patrones en cromatografia gaseosa.—Se dispondra de
los ésteres metilicos de los acidos mencionados a continuacién,
debiendo tener una pureza minima de 99 por 100, determinada
por cromatografia gaseosa:

Acido butanoico (butirico).
Acide pentanoico (valerianico).
Acido hexanoico (caproico).
Acido octanoico (caprilico),
Acido decanoico (capricol.

Acido dodecanoico (laurico),
Acido tetrdadecanoico (miristico).
Acido hexadecanoico (palmitico).
Acido octadecanoico (estearico).
Acido 9-octadecanoico (oleico).
Acido 9,12 octadecadienoico (linoleico).
Acido eicosanoico (araquico).

46.3.7. Solucién de referencia I.—En un matraz aforado de
50 ml, se pesa, con exactitud de 10,1 mg, 1 g de pentannato de

metilo, disolviéndolo en heptano normal y completando hasta el

enrase.

46.3.8. Solucién de referencia II.—En un matraz aforado de
100 ml se pesa, con exactitud de +0,1 mg, 200 mg de pentanoato
de metilo, disolviéndolo en heptano normal y completando hasta
el enrase.

46.4. Procedimiento.

46.4.1. Preparacion de los ésteres metilicos.

En un.matraz de fondo redondo de 50 ml, pesar, con exacti-
tud de +0,1 mg, 1 g de grasa. Afadir 10 ml de éter de petroleo
o hexano y agitar suavemente hasta disolucion de la grasa.

En el caso de que se quiera efectuar una determinacion cuan-
titativa de los acidos butirico y caproico en la muestra, agregar
a la disolucion en éter de petréleo de la grasa 1 ml, exactamente
medido, de la solucién de referencia més adecuada; para mues-
tras conteniendo de 1-4 por 100 de acido butirico se utilizara la
solucion de referencia I; para muestras conteniendo menos de
1 por 100 de acido butirico, se utilizara la solucién de referen-
cia IL T :

Si se desea efectuar solamente un anilisis completo de la
fraccion de &cidos grasos, para lo que se aplica el método de
normalizacién interna, no seréa necesario el empleo de solucién
de referencia. : '

A la soluciéon en éter de petréleo de la muestra, adicionada
o no de solucién de referencia, agregar 0,5 ml de disoluciéon 2 N
de hidréxido potasico. Agitar suavemente la mezcla hasta que
se ponga transparente, para lo cual son suficientes unos veinte
a treinta segundos. Casi inmediatamente después de observar
la clarificacion de la solucién, suele apreciarse un enturbiamien-
to debido a la separacion de glicerol, que se sedimenta rapida-
mente. .

Inmediatamente después de terminada la reaccién y observa-
da la sedimentacién, tomar la cantidad necesaria con la jeringa
e inyectar en el cromatdgrafo, una demora en la inyeccién de
los ésteres metilicos daria lugar a la formacién de jabones, con
error en la determinacion.

48.4.2. Peterminacion cromatografica.
46.4.2.1. Condiciones de trabajo.

Temperatura de la columna: Temperatura programada de
60° C a 180° C, con una velocidad de 4° C/min,

Tempverature del inyector: 200° C.

Temperatura del detector: 200° C. . .

Gas portador: Nitrégeno (o helio), con un flujo de 66 ml/min.

Flujo de hidrogeno y aire para la alimentacién del detector:
Los flujos dependeran del tipo de detector utilizado, debiendo
determinarse previamente para optimizar la respuesta.

. Elregistro obtenido del cromatograma debe satisfacer las con-
diciones que se indican a continuacién; caso contrario, se repite
la inyeccién modificando la cantidad inyectada o la sensibilidad
de trabajo hasta obtener un cromatograma satisfactorio,

Los requisitos exigibles son los siguientes:

a)/' El 4rea total descrita en el registro, referida a la sensi-
bilidad maxima utilizada en el curso de la operacién, debe ser
de un orden aproximade de 2.000 mm? con una velocidad del

papel en el registrador de 5 mm/min. De :esta forma, los

componentes presentes en una cuantia del 0,1 por 100 deben
dar un"pico, como minimo, de 2 mm?® siendo, por tanto, per-
fectamente reconocibles.

b) Con el fin de conseguir que todos los picos caigan dentro
del papel registrador, se utilizara, en cada caso, la atenuacién
de sensibilidad que sea necesaria, cuidando que el pico de ma-
yor intensidad no sea atenuado mas de ocho veces.

Una vez conseguido un registro satisfactorio, y. habiendo
alcanzado nuevamente la -pluma la linea base, se interrumpe
el funcionamiento del registrador y se retira el papel con el
registro para la identificacién- de los picos y/o calculos cuan-
titativos. '

48.4.2.2. Identificacion de los picos.—Se seguiran los cri-
terios establecidos en el método numero 41.de los Métodos
Oficiales de Analisis de Aceites y Grasas. i

46.4.2.3. Determinaciones cuantitativas.—La determinacién
cuantitativa se basa en el principio de que los pesos de cada
uno de los componentes separados en la mezcla son proporcio-
nales a las areas comprendidas dentro de los triangulos dibu-
jados debajo de cada pico. El area de cada tridngulo se ob-
tiene trazando rectas tangentes a las lineas dibujadas en el
registro, prolongandolas hasta su interseccién con la linea base
y multiplicando la altura del triangulo por la mitad de la
base. En el caso de haber trabajado con atenuaciones diferentes
para cada pico, se referiréan todas las medidas a una misma
sensibilidad del registrador, multiplicando la altura por el
factor de atenuacion correspondiente en cada caso, y el valor
de la altura asi corregida por la mitad de la base.

-46.4.3. Determinacion' del contenido de los acidos butirico
y caproico en la materia grasa.—Esta determinacién se realiza
por el método del patrém interno, siendo el patréon elegido el
pentanoato de metilo. . -

46.4.3.1. Preparacién de la mezcla de calibracién.—Con una
exactitud de £ 0,1 mg y en un matraz aforado de 50 ml, pesar
unos 100 mg de cada uno de los siguientes patrones: butanoato
de metilo, pentanoato de metilo y caproato de metilo. Se di-
suelve la mezcla de heptano normal, y se diluye completando
hasta el enrase. . B

Inyectar la cantidad necesaria de la solucién anterior,
normalmente 0,2-0,4 pl, para que, trabajando a la sensibilidad
media del aparato, sé consiga situar los maximos de los picos
en una posicién del 70-80 por 100 del .recorrido total de la

‘pluma del registrador. Los tres picos deberan registrarse a la

misma sensibilidad. Si fuese necesario, se diluird la soluciéon
anterior con heptano normal en la relacién necesaria para
poder ajustarse a las prescripciones fijadas. Efectuar, cuando
menos, tres determinaciones consecutivas, que no deben dis-
crepar entre si mas del 1 por 100.

46.4.4. Analisis cuantitativo de la totalidad de los compo-
nentes de la fraccion de acidos grasos, comprendiendo del
Cs al Cy v Cos. :

48.4.4.1, Preparacién de la mezcla de calibraciéon.—Determi-
nar previamente el factor de correccién para cada acido com-
ponente de la mezcla, referido a uno cualquiera de ellos, que
se toma como patrén, eligiéndose normalmente para este fin
el acido palmitico, y debiendo tener la mezcla de calibracién
una composiciéon anadloga a la de la mezcla problema.

Para ello, si no se conoce previamente el orden de compo-
sicign del problema, se realizara una determinacién cromato-
grafica de orientacién, realizandose en el registro la cuanti-
ficacion de los componentes suponiendo el mismo factor de
respuesta para todos ellos, efectuando un reparto proporcional
entre las arcas medidas.

En un matraz aforado de 50 ml, pesar, con una exactitud
de * 0,1 mig, cantidades de los ésteres metilicos patrones que.
se indican a continuacién proporcionales a las- cifras de com-
posicién encontradas en el analisis de orientacién anteriormen-
te aludido, o previstas con anterioridad para la muestra. Los
patrones que deben. pesarse son los siguientes: butanoato de
metilo, hexanoato de metilo, octanoato de metilo, decanoato
de metilo, dodecanoato de metilo, oleato de metilo, linoleato
de metilo y eicosanoato de metilo. Se disuelve la mezcla de
heptano normal, agregando la cantidad adecuada de disol-
vente en relacién al peso total de ésteres metilicos que se
hayan pesado; para unos 500 mg en total, se deben emplear,
como orientaciéon, unos 50 ml de heptano. A continuacién in-
yectar 0,2-0,4 ul, para que, trabajando a la sensibilidad media
del aparato, se consiga situar el maximo del pico correspon-
diente &l componente mayoritario, en una posicién del 70-80
por 100 del recorrido total de la pluma- del registrador. Todos
los picos deben registrarse a la misma sensibilidad, lo cual
suele ser perfectamente factible en la grasa de leche; en
aquellos casos en que la relacién entre el pico mayoritario
y el pico minoritario no permita registrar este ultimo con las
dimensiones adecuadas para efectuar una cuantificacién co-
rrecta de su area, se- podra efectuar el cambio necesario en’
la atenuacion del registro, procurando que ésta no sobrepase
la relacién de 4:1. Si fuese necesario, se diluird la solucion
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con heptano normal en la relacién nec‘esana para poder ajus-
tarse a las prescripciones finadas. Efectuar, cuando menos,
tres determinaciones consecutivas, que no deben discrepar en-
tre s mas del 1 por 100.

48.5. Cdlculos.

48.5.1. Calculo de los factores de correccion para los &cidos
butirico y caproico.—Se determinan las areas de los tres picos,
siguiendo las normas que se contienen en el apartado 6.4, y
se calculan los dos factores correspondientes al Cy y Cg con
la férmula siguiente:

‘

vap
P . Ay

fy =
Siendo:

fx = factor de correccién del &acido.

x = cantidad pesada del écido.

Ap = area medida en el registro para el patr6én de penta-
. noato.

Ay = drea medida en el registro para el &cido x.

P = peso del patrén pentanoato.

46.5.2. Calculo del contenido de écidos.—Los contenidos de
&cido butirico y éacido caproico en la muestra de grasa Sse
calculan por la férmula siguiente:

fx-Ax-P
Porcentaje del &cido = ———— - 100
N A, M
Siendo:

fx = factor de correccién determinado para cada &cido, se-
gun se indica en el parrafo anterior.

Ay = area medida en el registro para el acido.

P = peso del patrén interno (pentanoato).

Ap = é&rea medida en el registro para el patrén interne.

M = peso de la muestra de grasa.

46.5.3. Célculo de los factores de correcciébn.—Una vez de-
terminadas las areas de todos los picos, siguiendo las normas
que se contienen en el apartado 46.4.2.2, se calcula el factor
de cada 4cido, referido al acido palmitico tomadoe como wuni-
dad, utilizando la fé6rmula que se incluye en el apartado 46.5.1,
sustituyendo el area Ap y el peso P del compuesto patrén por
los valores correspondientes al palmitato de metilo.

46.5.4. Calculo de composicién de la fraccién de Acidos gra-
s80s.—Se calcularan las areas corregidas de cada uno de los com-
ponentes de la fraccién multiplicando el Area medida en el re-
gistro por el factor de correcciéon determinado segin se .ndicea
en el apartado anterior. El contenido de cada componente ven-
dr4 dado por la expresién:

. fx - Ax
Porcentaje x = ————— - 100
X (fx - Ax)

Siendo: .

fx = factor de correccién del componente x
‘Ax = &rea medida en el registro para el componente x.
Y (fx - Ax) = suma de todas las areas corregidas correspon-
dientes & los componentes de la fraccidn.

48.8. Referencias .

1. Instituto Nacional de Racionalizacién y Normalizacién del
Trabajo. Una Norma Espafiola. 55.118.

47. FOSFORO

47.1. Principio.

Incineracién de la muestra en presencia de 6xido de cing,
seguida de la medida colorlmétnca del fésforo como azul de
molibdeno.

Aplicable a aceites vegetales brutos, desgomados y refinados.

47.2. Material y aparatos.

47.2.1. Crisoles de porcelana de 50 ml de capacidad.

47.2.2, Vidrios de reloj.

47.2.3. Placa de calefaccién eléctrica, con regulador de tem-
peratura -

47.2.4. Horno de mufla.

:7.2.5. Embudo de vidrio de vastago corto de 50 mm de dié
metro.

. l47.2.6. Papel de filtro de 80 mm de didmetro, Albet 242 o si-'
milar.

47.2.7. Frasco lavador de un litro de capacxda.d con cuello

protegido del calor

47.2.8. Matraces aforados de 50, 100, 250 y 500 ml de capaci-
dad provistos de tapones de vidrio.

47.2.0. Pipetas de 2, 5, 10 y 25 ml de capacidad.

47.2.10. Pipetas de 10 m!} de gapa(:ldad divididas en
de mililitro.

2écimas

47.2.11. Espectrofotémetro para medicién en el visible.
.47.2.12. Cubetas espectrofotométricas de 10 mm de paso.
47.3. Reactivos.

47.3.1. Acido clorhidrico (d = 1,19).

47.3.2. Oxido de cinc.

47.3.3. Hidréxido potasico.

47.3.4. Acido sulfurico (d = 1,84).

47.3.5. Molibdato sédico.

47.3.6. Sulfato de hidracina.

47.3.7. Fosfato acido monopotasico, desecado a 103 t2°C du-

rante dos horas antes de usarlo.

47.3.8. Disoluciéon de molibdato sédico.—Afiadir con precau-
cién 140 ml de acido sulfurico a 300 ml de agua destilada. Dejar
enfriar la temperatura ambiente, afhadir 12,5 g de molibdato
sodico y disolver totalmente. Llevar a un metraz aforado de
500 ml, diluir con agua destilada hasta el enrase, homogeneizar
\4 de]ar reposar durante veinticuatro hora.s, por lo menos, antes
de usarla.

47.3.9. Disolucién. de sulfato de hidracina al 0,015 por 100.—
Disolver en un matraz aforado 0,15 g de sulfato de hidracina
en un litro de agua destilada.

47.3.10. Disolucién de hidrdéxido potasico al 50 por 100 (m/m),
Disolver 50 g de hidréxido potasico en 50 ml de agua destilada.

47.3.11. Disolucién de fosfato acido monopotasico.—Disolver
1,0987 g de fosfato monopotasico seco en agua destilada. Diluir
a 250 ml en un matraz aforado y agitar. Esta disolucion con-
tiene 1 mg de fosforo por mililitro. A continuacién verter, con
una pipeta, 5 ml de la disolucién anterior en un matraz aforado
de 500 ml y enrasar -con agua destilada. Esta disolucién con-
tiene 0,01 mg de fésforo por mililitro. °

47.4. Procedimiento,

47.4.1. Construccién de la curva patrén.—Tomar, mediante
pipeta, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 ml de la disoluci6én 47.3.11, e introducir
en matraces aforados de 50 ml. Completar el volumen a 10 ml con
agua destilada, utilizando la pipeta 47.2.10, continuando como
se describe en 47.4.3 a partir de la adicién de sulfato de hi-
dracina. Las alicuotas tomadas de la disolucién contienen 0,01,
0,02, 0,04, 0,06, 0,08 ¥y 0,10 mg de f6sforo. A continuacién repre-
sentar graficamente los valores de absorbancia frente a los
contenidos en fésforo, expresado en mg.

47.4.2. Preparacién de la muestra.—Pesar, con precisién de
1 mg, de 3 a 3,2 g de muestra en un crisol de porcalana y anadir
0,5 g de 6xido de cinc. Calentar lentaménte en la placa eléc-
trica hasta que la muestra se espese y entonces aumentar gra-
dualmente la calefaccién hasta que la masa esté completamente
carbonizada. Colocar el crisol en el horno de mufla a una tem-
peratura de 550-600< C, manteniéndolo durarite dos horas. Una
vez transcurrido ese tiempo, dejar enfrlar a la temperatura
ambiente.

Anadir a las cenizas 5 ml de agua destilada y 5 ml de 4cido
clorhidrico. Cubrir_el crisol con un vidrio de reloj y calentar
suavemente a ebullicién durante cinco minutos. Filtrar la diso-
lucion recogiendo el filtrado en un matraz aforado de 100 ml.
Lavar la parte interior del vidrio de reloj y las paredes del
crisol con 5 ml de agua destilada caliente, usando un frasco
lavador con chorro de agua finisimo. Lavar el crisol y el papel
de filtro con cuatro porciones de 5 m! de agua destilada ca-
liente. Enfriar la disolucién a temperatura ambiente y neutra-.
lizar hasta débil turbidez, adicionando unas gotas de potasa
al 50 por 100, Anadir &cido clorhidrico gota a gota hasta que
el precipitado de 6xido de cinc se disuelva y entonces afadir
dos gotas mas. Diluir hasta 100 ml con agua destilada y agitar.

47.4.3. Determinacion.

Pasar, mediante pipeta, 10 ml de esta disolucién a un matraz
aforado de 50 ml Anadir 8 ml de la disolucién de sulfato de
hidracina y a continuacién 2 ml de la disolucién de molibdato
s6dico. Tapar e invertir el matraz aforado dos o tres veces,
quitar el tapén y calentar durante 10 * 0,5 minutos en bafio de
agua hirviendo. Transcurrido este tiempo retirar del baio, en-
friar a 25 + 5°C en bafio de agua, diluir hasta el enrase con
agua destilada y mezclar perfectamente. Llenar una cubeta del
espectrofotémetro y medir la absorbancia a 650 nm utilizeando
como referencia agua destilada.

Realizar un ensayo en blanco como se ha descrito, pero sin
afiadir aceite.

47.5. Cdlculos.

Calcular el contenido en fésforo,
ciento, mediante la siguiente férmula:

10 (M —B)
PV

expresado en tanto por

Porcentaje fésforo =

Siendo:

M = contenido en fésforg; en mg, de la alicuota.
B = contenido en fé6sforo. en mg, del ensayo en blanco.
P = peso, en g, de la muestra.
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V = volumen, en ml, tomados en 47.4.3.
% en fosfatidos = % fésforo X F, donde F = factor de conver-
sién de fésforo en fosfatidos (ver 47.6.2).

47.6. . Observacwnes.

47.6.1. No debe demorarse la lectura espectrofotométrlca una
vez conseguido el desarrollo del color,

47.8.2." En el caso del aceite de soja el valor de V es.practi-
camente igual-a 30,

47.7. Referencias.

1. Instituto Nacional de Racionalizacién y Normalizacién del
Trabajo. .Una Norma Espaifiola. 55.108-73.

46, GRASA NEUTRA
48.1. Principio.

Retenci¢n de los é4cidos grasos libres y sustancias no grasas
por cromatografia en columna de alamina. Los productos no
retenidos en la columna se pesan, obteniéndose por diferencia
a 100 los acidos grasos libres e impurezas retenidas en la co-
lumna.

No es aplicahle con caracter general a los aceites de orujos.

48.2. Material y aparatos.
48.2.1. Equipo para cromatografia en columna, compuesto de:

48.2.1.1. Columna de vidrio, provista de una placa de vidrio
porosa numero 2, correspondiente a un didAmetro medio de poro
de 40 a 90 1, (f1g 48.1).

48.2.1.2, Deposito de disolvente para la alimentacién de la
columna  (fig. 48.2),
. 48.2.1.3. Soporte para el manejo del frasco de pesada (fi-
gura 48.3). . ’ )

48.2.1.4. Frasco de pesada de unos 20 ml de capacidad (fi-
gura 48.4).

48.2.1.5. Tubo de prolongacion para el vaciado del frasco de
pesada en la columna (fig. 48.5).

48.2.1.6. Matraz redondo, fondo plano, de vidrio Pyrex o si-
milar, de 250 ml de capa.c:dad y boca ‘esmerilada normalizada
29/32.

48.2.2. Ampolle de decantacién de 125 ml de capacidad, con
llave de vidrio.

48.2.3. Frasco lavador de unos 125 ml de capacidad.

48.2.4. Estufa de vacio que permita calentar hasta 110° C como
minimo y regulacién de X 1°C. La temperatura sera ademaés
uniforme en todo el espacio interior, tolerandose diferencias que
no superen 1°C entre posiciones extremas.

48.2.5, Horno de mufla capaz de alca.nzar una temperatura
de 800° C y regulacién de * 5°C.

48.2.6. Desecador conteniendo un agente desecante apropiado.

48.2.7. Evaporador rotatorio.

48.2.8. Capsulas de porcelana, fondo redondo de 50 mm @
¥y 20 mm de altura. -

48.2.9. Pesa sustancias de vidrio, de 60 mm @ interior y
40 de altura.

48.2.10. Tubo de cromatografia, de 10 cm de longitud y 1,5
centimetros de diametro interior, provisto de llave esmerilada,
con orilicio de paso de 1,5 a 2 mm y placa filtrante de vidrio
porosidad afimero 2, correspondiente a un tamafio medio de
poro de 40 a 90 .
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48.3. Reactivos.

48.3.1. Eter etilico.

48.3.2. Metanol anhidro.

48.3.3. Eter etflico-metanol.—Mezclar 975
25 ml de 48.3.2. :

48.3.4. Hexano, con un contenido méaximo de 0,5 por 100 de
aromaticos. ‘

48.3.5. Alumine para cromatografia en columna de las si-
guientes caracteristicas: pH en suspension acuosa al 5 por 100;
7.0 = 05; actividad IV segin Brockmann (ver 48.6.1). Granulo-
metria.—El analisis granulométrico del producto debe dar un
contenido inferior al 10 por 100 de particulas con un grosor
igual o inferior a 63 micras e inferior al 0,1 por 100 de particu-
las con un grosor mayor de 250 micras, con una medida esta-
distica para la totalidad de 120 micras * 5 por 100. :

48.3.6. p-amino-azo-benceno.s

48.3.7. Rojo Sudan (Sudan II) (xileno-azo-B-naftol).

48.3.8. Amarillo Sudan (Sudan 1) (benceno-azo-B8-naftol).

48.3.9. Benceno purisimo, exento de tiofeno.

ml dé 483.1 ¥y

-,

48.4. Procedimiento.
48.4.1. Preparacion de la columna de alimina.

Pesar, con aproximacién de 0,5 g, 20 g de alumina e intro-.

ducirlos en una ampolla de extracciéon de 125 ml, agregahdo
después 50 ml del disolvente 48.3.3, con el que se llena también
la columna hasta ocupar, aproximadamente, 2/3 de su capaci-
dad. Colocar la ampolla encima de la columna, de manera que
el tubo de salida coincida con el extremo superior de la colum-
na. Abrir la llave de la ampolla dejando salir la papilla de
alimina y disolvente que caera en el interior de la columna;
al mismo tiempo, abrir la llave de la columna, regulando la
salida del disolvente de forma que el nivel de liquido en el
interior de la columna se mantenga practicamente constante,
procurando- mas bien que el nivel suba en lugar de disminuir.
Cuando toda la papilla de alamina haya pasado a la columna,
arrastrar las ultimas porciones adheridas a las paredes, en-
juagando el recipiente con un poco del mismo cisolvente. Man-
tener abierta la llave de la columna, dejando salir lentamente
el disolvente hasta que el nivel se haya situado a la altura del
relleno de alimina. Agregar hexano a la columna hasta situar
el nivel a 1 cm, aproximadamente, del extremo inferior del
. cono esmerilado.

48.4.2. Preparacién de Ia muestra de grasa.

Introducir el frasco de muestra en una estufa de aire re-
gulada a la temperatura necesarie pare conseguir la fusién
completa de la muestra, lo que se consigue normalmente calen-
tando de 30 a 40°C. Conseguida la fusién, si se observa la
presencia de sedimentos o materia en suspensién no fundible,
agitar fuertemente el frasco hasta conseguir la homogeneiza-
ci6n de su contenido y, una vez conseguido, efectuar inmediata-
mente la pesada de la muestra en el frasco de pesada (fig. 4).

48.4.3. Fraccionamiento cromatografico.

Pesar, con aproximacién de 0,2 mg, 5 g de muestra en el
frasco de pesada (fig. 4), utilizando para ello el soporte ade-
cuado (fig. 3). Una vez efectuada la pesada, separar del sopor-
te el frasco con el aceite, ajustando el tubo de prolongacién
(fig. 5) al cono situado en la parte inferior del frasco. :

Ajustar el frasco, con el tubo de prolongacién, a la boca
superior de la columna cromatografica y verter en el interior
del frasco con el aceite el disolvente 48.3.3, utilizando el frasco
lavador y dirigiendo el chorro a las paredes con el fin de
lavar y arrastrar hacia el fondo el aceite que haya podido
quedar adherido a la superficie; con el mismo chorro se mez-
clar4 todo el contenido para conseguir la homogeneizacién de
la disolucién de aceite.

Continuar agregando disolvente hasta que el nivel quede
ligeramente por debajo del extremo superior del sifén; diri-
giendo el chorro a la pared lateral superior, seguir agregando
cuidadosamente hasta que el nivel liquido sobrepase ligera-
mente la altura del sifén y comience a caer por el tubo ver-
tiendo-en la columna cromatografica.

Ajustar el depésito del disolvente (fig. 20 a la boce del
frasco, cargandose con 125 ml de disolvente, colocar el matraz
de 250 m), previamente desecado a 105° C y pesado, & la salida
de la columna, con el fin de recoger el liquido que fluye de
la misma. Abrir la llave del depésito y la de la columna,
reguléndose ambas de forma que el Hquido fluya.en el matraz
a una velocidad de 4-5 ml por minuto, manteniéndose el mnivel
en el frasco por encima del extremo superior del sifén. Si el
disolvente no fluye al frasco por la llave del depoésito, tapar
el tubo hasta que comience el flujo; quitar el tapén y conti-
nuar la operacién normalmente. El desarrollo quedara termi-
nado cuando haya pasado la totalidad del liquido y no caiga
disolvente en el matraz.

La disolucién recogida en el matraz se concentra en un
evaporador rotatorio con vacfo, calentando a la temperatura
conveniente para evitar una ebullicién tumultuosa que pudiera
provocar proyecciones violentas del l{quido.

Una vez eliminaedo el disolvente, levar el matraz a una
estufa de vacfo para eliminar los residuos volatiles que queden
en el aceite, manteniéndose el matraz en la estufa durante una
hora. Sacar y pasar a un desecador, donde se deja enfriar,
pesando a continuacién. Repetir este tratamiento en operaciones
sucesivas, hasta conseguir peso constante, con precisién del mg,

48.5. Cadlculos.

P—P,
% aceite neutro = ——— . 100
M

Siendo: -

P = peso del matraz con el aceite.

P, = peso del matraz vacio.

M = peso de la muestra en gramos.

% pérdida cromatografica = 100 — % de aceite neutro.

:48.6. Observaciones.

48.8.1. La determinaciéon de la actividad de la alumina sa-
gan Brockmann se realiza en la forma siguiente:

La alamina que se ha de ensayar se introduce en la colum-
na cromatografica -48.2.10, procurando conseguir una distribu-
cién homogénea, formando una capa de 5 cm de altura y, co-
locendo en la parte superior un disco de papel de filtro, Prepa-
rar una disolucién mezclando 2 ml de benceno, 8 m! de hexano,
2 mg de rojo Sundan, 2 mg de p-amino-azobenceno y 2 mg de
amarillo Sudan. Verter la disoluciéon de colorantes en la co-
lumna, abrir la llave y dejar pasar la disolucién hasta
que el nivel liquido quede justamente a la altura de la alimina.
Verter-a continuaciéon el liguide de desarrollo constituido "por
una mezcla de benceno-hexano en la proporcién 4:1 en volu-.
men, del que se hacen pasar por la columna 20 ml. La velocidad
de salida se regula con la llave, manteniendo un flujo de 0,5 a
1 ml por minuto, recogiendo el liquido en un matraz cénico
de boca estrecha.

Terminado el desarrollo, con una. alamina de grado IV que
es la apropiada, el amarillo Sudan habra sido eliminado total-
mente de la columna, quedando retenidos los otros dos que apa-
receran en dos bandas: Ura inferior roja, correspondiente al
rojo Sudan y otra superior amarilla correspondiente al amino-
azo-benceno. Una situaciéon distinta de estos colorantes debers
interpretarse como un grado de actividad mayor o menor del
producto, requiriendo el ajuste de su cohtenido en agua de la
forma conveniente.

48.8.2. Preparacion de la alimina. -

Partiendo de una alGmina de actividad superior a IV, so
adicionaran cantidades crecientes de agua hasta conseguir en
el ensayo de actividad, realizado como se indica en el aparta-
do 48.6.1, el grado IV necesario.

Efectuado esto, si se dispone de una partida relativamente
importante de alumina, es conveniente determinar su humedad,
siguiendo la metédica que se describe en 4.6.3, conocido este
dato, en operaciones sucesivas, bastara con determinar la hu-
medad de la alumina, calculando la cantidad de agua que hay
que afiadir para obtener su producto de actividad IV.

Para incorporar a la alimina una determinada cantidad de
agua, se procedera de la forma siguiente: Introducir la alumina
pesada en un matraz o frasco con tapon esmerilado con una
capacidad aproximedamente el doble del volumen de altimina.
Agregar el peso calculado de agua destilada, tapar el recipiente
y agitar hasta conseguir la homogeneizacién del producto. Man-
tener el frasco cerrado durante 48 horas como minimo, agitan-
dolo durante este tiempo unas 10 6 12 veces por lo menos. Des-
pués de este tratamiento la alumina debe estar lista para su
utilizacion. ’ .

48.6.3. Determinacién de la humedad de la alumina.

En una capsulita de porcelana pesar, con precisiéon de 1 mi-
ligramo, 1 g de alamina. Introducir en la mufla del horno y
mantenerla 2 horas a 600° C. Dejar enfriar parcialmente e in-
troducir en un pesasustancias de dimensiones adecuadas; tapar
y llevar a un desecador donde se mantiene hasta adquirir la
temperatura ambiente. Pesar la totalidad, sin destapar el pesa-
sustancias.

Previamente la capsule vacia se habra calentado en el horne
a 600° C, durante media hora como minimo; y el pesasustancias,
en una estufa de aire & 105° C, durante una hora, dejandolos
enfriar en el desecador. Las piezas as{ desecadas se pesaran
vacias.

(P; — Po) 100
P

Porcentaje de humedad de la alimina =

siendo:" N

P; = peso de la capsula y ‘el pesasustancias con la alimina.
Po = peso de la capsula y el pesasustancias con la alamina,
una vez desecada,
P = peso exacto de la muestra de alimina.

48.7. Referencias.

1. Instituto de Raclonalizacién y Normalizacién del Traba-
jo. Una Norma Espaiiola, 55.105.



B. O. del E—Num. 207 -

29 agosto 1979

20233

ANEJO IT
METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS CARNICOS

1. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS
1.1. Principio. o

Las operaciories descritas a continuacién tienen por finali-
dad conseguir una muestra para el analisis lo mas homogénea
posible. Por ello, toda simplificacién o tratamiento insuficiente
en esta operacién puede conducir a unos resultados que NDo
sean representativos.

1.2. Material y aparatos.

1.2.1, Cuchillo.

1.2.2. Trituradoras eléctricas de distinto grgdo de finura en
el picado.

1.2.3. Frascos de vidrio de 250 ml de capacidad, de color to-

pacio, boca ancha y tapén esmerilado.
1.2.4, Capsulas de porcelana de 20 cnl de diametro.

1.3. Procedimiento.

Tomar una muestra representativa de 200 g)
Quitar la piel si la tuviere (embutidos, etc.).
Partirla con cuchillo en rodajas o trozos de 0,5-1 cm.
Cortar los trozos en pequerios cubos.
Pasarlos varias veces por trituradora hasta conseguir
una “mezcla homogénea.
- 1.3.6. La muestra, bien homogeneizada debe guardarse in-
meditamente en los frascos, limpios y. secos, de forma que
queden llenos, para prevenir pérdidas de humedad.

1.3.7. Conservarlos en refrigeracién de formg que evite su
deterioro y cualquier cambio en su composicién,

1.3.8. Tomar las muestras para las diferentes determinacio-
nes a ser posible dentro de las 24 horas siguientes.

e
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2, ALMIDON
(Método cualitativo)
2.1. Principio. 7
El almiddén reacciona con el iodo dando coloracién azul.
Material y aparatos.

2.2.
2.2.1. Erlenmeyer de 150 ml de capamdad
2.2.2, Frasco cuentagotas.

2.2.3." Pipeta de 10 ml de capacidad.

2.3. Reactivos.

2.3.1. Solucién iodo-iodurada:

Mezclar 1 g de iodo y 2 g de ioduro potasico en agua des-
tilada hasta 200 ml. .
Mantener la solucién en el frasco cuentagotas,

2.4.. Procedimiento.

2.4.1. Preparacion de la muestra:

Como en el método 1.

2.4.2, Valoracion:

Introducir 10 g de la muestra preparada como 2.4.1 en un
Erlenmeyer de 150 ml. Afiadir 40 ml de agua destilada. Hervir
durante. 5 minutos. Iranscurrido este tiempo enfriar exterior-
mente el matraz en corriente de agua fria.

Con pipeta de 10 ml atravesar la capa grasa superior, to-
mando 10 m) del liquido inferior, transvasandoles a un tubo de
ensayo. Afnadir 5 gotas de la solucién 2.3.1,

2.5. Interpretacion de resultados.

En presencia de almidén aparecerd una coloracién azul-
negra. -

3. ALMIDON
(Método cuantitativo)
3.1. Principio.

Extraccion de azucares simples con etanol caliente 80 por 100,
permaneciendo el almidén.—E] residuo de almidsn se solubiliza
con acido percloérico diluido, y medida a 630 nm del color des-
arrollado al calentarlo con el reactivo antrona-sulfarico.

3.2, Material y aparatos.

Balanza analitica.'

Matraces aforados de 100 ml y 200 ml.

Tubos de centrifuga, cénicos, de 100 ml.

Pipetas graduadas de 10 ml, 25 ml, 5 ml y 2 ml,
Centrifuga de 2.500 r. p. m,

Bafio de agua.

W00 w6,
NN
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3.2.7. Baiio de agua termostatable hasta 25° C.

3.2.8. Probeta graduada de 25 ml.

3.2.0. Papel de filtro Whatman ntmero 12, o equivalentg,
3.2.10. Espectrofotometro capaz de lecturas de 630 nm,

3.3. Reactivos.

3.3.1. Disolucion de acido sulfurico-antrona.—Disolver 0,2 g
de antrona en 100 ml de HySO4. El recativo sirve para 3-4 dias -
conservandolo a 0° C.

3.3.2. Glucosa patrén.—Disolver 0,1 g de glucosa anhidrica
en 100 ml de dgua.

.3.3.3, Acido percloérico al 52 por 100.

3.3.4. Etanol al 80 por 100.

3.3.5. Etanol puro.

3.3.6. Eter de petréleo.

3.3.7. Disolucién etanol-éter de petréleo (1/3) (v/v),

3.4. Procedimiento.

3.4.1, Extraccién de azucar y de grasa.—Pesar 2 g de carne

" triturada preparada como en el método 1 en un tubo centrifugo

conico dc¢ 100 ml. Afadir 25 ml de disolucién etanol-éter de pe-
tréleo (1-3), tapar con tapon, agitar vigorosamente y centrifugar
e 2500 r. p. m. durante 5 minutos. Decantar y dejar a un
lado la disolucién etanol-éter de petréleo. Afiadir 10 ml de etanol
caliente al 80 por 100, agitar y centrifugar a 2.500 r. p. m., du-
rante 5 minutos. Dejar a un lado la disolucién alcohdlica y
repetir la_extraccion alcohélica con etanol caliente.

3.4.2, Extracciéon de almidon.—Afadir 5 ml de agua al resi-
duo y remover. Afnadir 8,5 m! de disolucion de acido perclorico
diluido (52 por 100); remover o agitar durante 5 minutos.
Dejar reposar durante 15 minutos, Afadir 20 ml de agua
y centrifugar durante 5 minutos. Verter la disolucién de al-
midén en un frasco volumétrico de 100 ml. Aiadir 6,5 ml de
disoluciéon de acido perclérico (52 por 100) y remover. Dejar re-
posar durante treinta minutos. Remover y lavar el contenido
entero del tubo en el frasco volumétrico que contiene el primer
extracto. Llevar a volumen y filtrar por papel filtro (3.2.9).

3.4.3. Determinaciéon de almidén.—Diluir 5 ml de disolucién
de almidén filtrada en 200 ml con agua destilada. Pipetear 5 ml
de dicha disolucién en un tubo, enfriar en bafo de Maria y anadir

‘10 ml de antrona reactivo (3.3.1). Mezclar completamente y ca-

lentar durante 7,5 minutos a 100° C. Quitar el tubo del baifio,
enfriar con rapidez a 25°C y determinar la absorbancia a
630 mm. El color permanece fijo durante treinta minutos.

3.5. Cdlculos,

3.5.1. Curva patrén de glucosa.—Diluir 1, 2, 5 y 10 ml de 3.3.2
hasta 100 ml con agua destilada, A partlr de las lecturas obte-
nidas, dibujar la curva patrén, '

3.5.2. Contenido en almidén de la muestra

% glucosa = 0,04 - ng de glucosa leidos en la curva patrén.
% almidén = 1,08 :+ % glucosa.

3.6. Observaciones.

3.6.1. Teniendo en cuenta que el carragenato se determina
como almidon, se debera deducir del valor obtenido de almid6n

‘el correspondiente de carragenato.

3.6.2. En los productos que declaren contener carragenato
y hasta que no exista tétnica- oficial para su determinacién.
cuantitativa, se permitird una tolerancia del 1,4 por 100 en el
valor obtenido de almidon.

3.7. Bibliografia.

1. W, Glover, H. Kirschenbaum y A. Caldwell (Departamen-
to de Consumo y Comercializacién, Ministerio de Agricultura
de los Estados Unidos, Laboratorios de Inspeccién de Carne,
Nueva York, N.Y. 10011).

4. CONSERVADORES
(Por cromatografia en capa fina)
4.1, Principio. ’

Extraccion de los conservadores por medio de una mezcla
de éter y éter de petrdleo y posterior identificacién por croma-
tografia en capa fina.

4.2. Material y aparatos.

4.2.1, Homogeneizador.

4.2.2, Matraces.

4.2.3. Erlenmeyer de 25 y 250 ml.

4.2.4. Refrigerantes de reflujo.

4.2.5. Filtro Blichner y papel de filtro de filtracién rapida.
4.2.6. Embudos y papel defiltro plegados.

4.2.7. Ampolla de decantacién de 10C y 250 ml,

4.2.8. Capsulas de porcelana de fondo plano.

4.2.9. Tubos pequerios de cristal con tapén.

4.2.10. Material para cromatografia en- capa finaj

— Cubeta.
~ Micropipetas.
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— Secador.

— Fuente de ultravioleta.

— Placas de poliamida (20 x 20) con soporte de aluminio y
revelador de fluorescencia incorporado tipo F-254 Merck,
o equivalente.

4.3, Reactivos.

4.3.1. Aoluxién acuose de acido sulfdrico al 10 por 100 (v/v).

4.3.2. Reactivo de Carrez (para defecacién).

4.32.1. Solucién acuosa de ferrocianuro potaSico al 15 por
100 (p/v).

4.3.2.2. Solucién acuosa de acetato de cinc al 30 por 100
(p/v).

4.3.3. Cloruro sodico.

4.3.4. Mezcla de éter y éter de petréleo (1/1).

4.3.5. Solucién acuosa saturada de cloruro sédico.

4.3.6. Sulfato de sodio anhidro.

4.3.7. Soluciones testigo conteniendo 3 g/l en la mezcla a

parfeé iguales de éter y éter de petrdleo de los siguientes con-
servadores:

4.3.7.1. Acido salicilico. .

4.3.7.2. Acido benzoico.

4.3.7.3. Acido clorobenzoico.

4.3.7.4. Acido parahidroxibenzoico. .

4.3.7.5. Ester etilico del acido parahidroxibenzoico.

4.3.7.6. Acido sirbico.

4.3.8. Eluyentes:

4.38.1, Mezcla de n-pentano, n-hexano, écido acético (10,
10, 3). ’ .

4.3.8.2. Mezcla de benceno, acetato de etilo, acido acético
(85, 10, 5).

4.4. Procedimiento. -

4.4.1, Extraccién de los conservadores.

- Tomar aproximadamente 50 g de la muestra preparada como
en el método 1 y transvasarla a un matraz Erlenmeyer de 250 ml.
Afadir 15 ml de soluciéon de acido sulfarico al 10 por 100 dilui-
dos en 60 ml de agua hirviendo. Afiadir 10 ml de solucién de
ferrocianuro potasico y agitar; 10 ml de solucidén de acetato de
cinc y agitar.

Adaptar el refrigerante de reflujo. Someter la mezcla duran-

te treinta minutos a ebullicién bajo un ligero reflujo. Filtrar
rap.damente en caliente sobre un disco de papel de filtro mo-
jado colocado sobre un embudo. El filtrado queda generalmente
turbio. Afiadir 2 mi de ferrocianuro potasico y agitar 2 ml de
solucién de acetato de cinc y agitar. Anadir 20 g, aproximada-
mente, de cloruro sédico. Filtrar en caliente (aproximadamente
a 80° C) sobre filtro plegado, mojado, de forma que se retengan
las grasas. Enfriar el filtrado. Trasvasar el filtrado a un embu-
do de decantacién de 250 ml. Extraer los conservadores de la
fase acuosa por medio de tres lavados con 20 ml de mezcla éter
y éter de petrdleo agitando suavemente durante 10 minutos,
aproximadamente, para evitar la formacién de una emulsién.
BReunir los tres extractos etéreos y eliminar la fase acuosa. Lavar
dos veces la fase etérea ¢on 20 ml de solucidén saturada de clo-
ruro sédico para romper las emulsiones que eventualmente ha-
yan podido formarse y dos veces con 20 ml de agua destilada,.
Transvasar la solucion etérea a un matraz de 250 ml en el cual
se haya puesto en el fondo un gramo de sulfato s6dico anhidro.
Tras dejarlo durante algunos minutos en contacto, transvasarlo
a una pequefia capsula de porcelana de fondo p'ano. Evaporar
el disolvente a temperatura ambiente (no calentar para evitar
la pérdida de acido benzcico). Redisolver el depésito de la cap-
sula con algunas gotas de mezcla de éter y éter de petrdleo.
Lavar la capsula dos o tres veces con el mismo disolvente para
3btener ]un extractc de un volumen total, aproximadamente,
e 0,5 ml.

4.4.2.

Depositar las soluciones separadas sobre la placa de polia-
mida a 1 cm del borde por medio de una micropipeta (el dia-
metro de las manchas no debe ser mayor de 1 a 2 mm). Aplicar
de la misma forma las soluciones testigo para comparar, una
vez desarrollado el cromatograma, con las muestras problema,
lo cual nos evita medir los Rf. Colocar la placa en la cubetas.
FEluir hasta que el frente del eluyente haya recorride los dos
tercios de la placa. Sacar la placa v secar.

Preparacién del cromatograma.

4.5. Interpretacion de resultados.

4.5.1. El acido salicilico ha sido escogido como sustancia
de referencia, por producir fluorescencia azul de las manchas
que se obtienen en los cromatogramas cuando éstos se ponen
bajo luz ultravioleta, por lo cual pueden ser identificados facil
y rapidamente, bien por medida de sus Rf o bien por compa-
racién con las manchas producidas por las soluciones testigo.

4.5.2. Rf de los conservat{ores.

Acido Ester etilico .
* p-hidroxi- del acido Acido Acido Acido Acido
- benzoico ‘p-hidroxi- salicilico clorobenzoico benzoico sérbico
‘benzoico
Eluyente 1 .., .. T e are e eee ek aey R 0,05 0,21 0,46 0,75 0,86 0,94
Eluyente 2 ... ... ... veo vir cen oo s 0,10 0,58 0,25 0,54 0,70 0,82
5. NITROGENO TOTAL Disolver 2 g de rojo de metilo y 1 g de azul de metileno en
. 1.000 ml de etancl al 95 por 100 (v/v). Este indicador vira de
5.1. Principio. violeta a verde a pH 5,4. Conservarlo en frasco topacio.

Ataque del producto por acido sulfarico concentrado, cata-
lizado con sulfato de cobre y selenio. en el cual se transforma
el nitrégeno orgénico en iones amonjo, que en medio fuerte-
mente basico, permite la destilaciéon del amonfaco, que es re-
cogido sobre acido bdrico. La posterior vaicracion con acido
clorhidrico permite el calculo de la centidad inicialmente pre-
sente de nitrégeno en la muestra. :

Material y aparatos.

5.2,
5.2.1. Balanza analftica.
5.2.2. Bateria calefactora.,
5.2.3. Probetas de 50 ml.
5.2.4. Matraces Kjeldahl de 800 ml.
5.2.5. Embudos de vastago largo.
5.2.8. Embudos de 8 cm. de didmetro.
. 5.2.7. Aparato de destilaci6n.
5.2.8. FErlenmeyer de 200 ml.
5.2.8. Bureta con divisiones de 0,1 ml.
5.2.10. Frascos de 250 ml de boce ancha con rosce.
5.3. Reactivos.
5.3.1. Sulfato de cobre.
5.3.2. Sulfato potasico.
5.3.3. Acido sulfurico concenirado, d = 1,84.
. 5.3.4. Selenio en polvo. )
5.35. Solucién de hidréxido sédico al 40 por 100.
5.3.8. Solucién de &cido bérico el 4 por 100.
5.3.7. Acido clorhidrico 0,1 N.
5.3.8. Indicador.

539
5.4.

Pesar, con precisiéon de 0,1 mg, 1-3 g de la muestira, segin
contenido, preéparada segun el método 1. Llevar la muestra pe-
sada al matraz Kjeldahl, e introducir sucesivamente unos gra-
nos de piedra pomez, 15 g de sulfato.potasico, 0,5 g de sulfato
de cobre, y una punta de espatula de selenio en polvo. Agre-
gar 25 ml de acido sulfurico, mezclar suavemente por rotacién
y colocar el matraz en una bateria calefactora, poniendo un
embudo adecuado (5.2.5) en la boca. Calentar suavemente al
principio, y cuando el conjunto edquiere una cierta decolora-
cion aumentar la intensidad de calefaccién. Agitar de vez
en cuando con suavidad por rotacién. Una vez que el liquido
queda transparente, con una coloracién ezul verdosa, prolon-
gar la ebullicion al menos hora y media. Dejar enfriar hasta
temperatura smbiente y afadir con precauclon 100 ml de agua,
disolviendo por rotacion suave el sulfato potasico cristalizado.

En un Erlenmeyer de 200 ml poner 25 ml de 4cido bérico
al 4 por 100 y unas gotas de indicador (5.3.8). Introducir hasta
el fondo en el Erlenmeyer la alargadera del aparato de desti-
lacién. Colocar el matraz en el aparato de destilacion, ajustan-
dolo bien, poniendo un poco de grasa en los esmerilados. Agre-
gar, por el depésito superior, otros 100 ml de agua y 100 ml
de disolucién de hidréxido sédico al 40 por 100. Celentar Sua-
vemente hasta ebullicién.

Aumentar el calentamiento recogiendo, al menos, 150 ml de
destilado, o prolongarlo, hasta el momento en que se produzca
una ebullicién a golpes.

Retirar el Erlenmeyer, lavar la alargadera y el interior del
refrigerante, recogiendo sobre el destilado las aguas de lavado.

Piedra pomez.
Procedimiento.
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Valorar hasta la coloraciéon original, violeta, con &cido clor-
hidrico 0,1 N. Efectuar una prueba en blanco, utilizando 5 ml
de agua destilada en vez de la muestra, siguiendo todo el
procedimiento.

5.5. Cadlculo.
014 f (Vi —Vy '

1l

Porcentaje N total
P

Porcentaje proteina total = 6,25 . porcentaje N total
Siendo:

f = factor del clorhidrico.
V, = volumen en ml de acido clorhidrico gastado en la valo-
) racién.
V3 = volumen en ml de acido clorhidrico gastado en el ensa-
yo en blanco.
p = peso en gramos de la muestra.

5.6. Referencias.
1. Norma internacional ISO R-937.
8. CENIZAS

6.1. Principio.

Adicién de solucion de acetato de magnesio, desecacién en
bano de agua o bano de arena, incineracién en un horno a
550° C y posterior determinaciéon de la masa del residuo, te-
niendo en cuenta la cantidad de 6xido de magnesio proveniente
de la adicién de la soluciéon de acetato de magnesio utilizada
en primer lugar.

6.2. Material y aparatbs.

6.2.1. Capsulas de porcelana de cuarzo o platino, con fondo
plano, .de aproximadamente 15 cm? de superficie y 25 mm de
altura, de varedes ligeramente inclinadas.

6.2.2. Pipeta de 1 y 2 ml de doble aforo.

8.2.3. Bafio de agua o bafio de arena o placa calefactora.

6.2.4. Horno de mufla provisto de termostato y capaz de
alcanzar al menos 800° C.

6.2.5. Desecador provisto de un agente deshidratante eficaz
con indicador.

6.2.6. Balanza analitica.

6.2.7. Pinzas adecuadas para el manejo de las capsulas.

6.3. Reactivos.

6.3.1. Solucién de acetato magnésico, que contenga 150 g/l.
Pesar 15 g del reactivo anhidro o 25 g del tetrahidrato y llevar-
los, una vez disueltos, a un matraz de 100 ml; enrasar.

6.4. Procedimiento.

Introducir la capsula bien limpia en el horno regulado a
550° C durante 20 minutos, Sacarla e introducirla en el deseca-
dor, permaneciendo en él 30 minutos. Pesarla con una pre-
cision de 0,1 mg.

Introducir en la capsula un peso P de muestra, aproximada-
mente 5 g, preparada segin el método 1 y pesada con una
precisiéon de 0,1 mg. Afadir 1 ml de la disolucion de acetato
magnésico {6.3.1) uniformemente. Colocar la capsula en un bafio
de arena, o placa calefactora, hasta conseguir la carbonizacién
de la muestra, prestando mucha atencion a las - osibles proyeec-
ciones. Transferir la capsula al horno de mufla que debe quedar
estabilizado a 550° C por espacio de, sl menos, 1 hora. Si no
alcanzan el grado de blancura deseado, debe sacarse la capsula,
dejarla enfriar y afadir unos mililitros (2-4) de agua destilada.
Evaporar el agua en bafio de arena., Introducir de. nuevo la
capsula en e horno de mufia por espacio de 30 minutos y re-
petir las operaciones anteriores si es necesario, hasta conseguir
unas cenizas blancas o ligeramente grises. Sacarlas del horno
e introducirlas en el desecador durante 30 minutos.

Pesar con precision de 0,1 mg.
Efectuar dos determinaciones sobre la misma muestra.

8.5. Cdlculos. .

100
Porcentaje cenizas = My — Mo —My) + —— —
Ml — Mo
Siendo:

Mo = masa, en gramos, de la capsula.

M; = masa, en gramos, de la capsula conteniendo la muestra.

M, = masa, en gramos, de la cipsula y el residuo después de
incineracion. .

M; = masa, en gramos, del 6xido magnésico proveniente de la
disolucién de acetato magnésico afiadido.

6.6. Observaciones.

6.6.1. La diferencia entre dos determinaciones sobre la mis-
ma muestra, realizadas simultaneamente o rapidamente una
después de otra por el mismo analista, no debe ser superior a
0,10 g por 100 g de muestra. ’
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6.7. Referencias.
1. Normg internacional ISO R-938.
7. FOSFORO
7.1, P;in-cibio.
Transformacién en acido pirofosférico, posterior hidrélisis del

mismo y medida del color producido al afadirle el reactivo
molibdato-vanadato.

7.2. Material v aparatos.

Matraces aforados de 1.000, 250 y 100 ml.

Pipetas de 10, 20 y 50 ml.

Matraces Kjeldahl de 500 u 800 ml.

Balanza analitica. ’
Espectrofotémetro capaz de efectuar lecturas a 436 nm.

NN
phoND D
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7.3. Reactivos.

: L]

7.3.1. Solucién de vanadato aménico.—Disolver 2,5 g de va-
nadato de amonio en 500 ml de agua hirviendo. Después de
refrigeracién, acidular con 20 ml de &cido nitrico concentrado
y diluir hasta 1.000 ml. : . .

7.3.2. Solucién de molibdato aménico.—Disolver 100 g de
molibdato amonico en 500 ml de agua a 50° C. Después de re-
frigeracion afiadir con precauciéon 100 ml de #cido sulfarico

" concentrado. Después de enfriar diluir hasta 1.000 ml.

7.3.3. Reactivo molibdato-vanadato.—Una parte del reactivo
7.3.1. y una parte del reactivo 7.3.2.

7.3.4. Acido nitrico concentrado.

. Acido sulfurico concentrado.

Acido sulfirico diluido 1 : 10.
Selenio en polvo.
Agua oxigenada de 20 volumenes,
Fosfato monopotasico.

NNNNN
Oom-Jomun

7.4. Procedimiento.
7.4.1. Analisis de la muestra:

Introducir en un matraz Kjeldahl 5 g de la sustancia a ana-
lizar preparada segiin el método 1. Ainadir 50 ml de H,SO4 con-
centrado y el catalizador de selenio (utilizando una punta de
espatula). Dejar 12 horas en reposo. Afiadir unos 20 ml de
agua oxigenada. Calentar seguidamente la mezcla hasta ebu-
llicién y una vez clarificada prolongarla durante 2 horas de
manera que se hidrolice todo el acido pirofosférico que hubiera
podido formarse, Trasvasar la mezcla después de refrigeracion,
a un vaso volumétrico de 250 ml y completar hasta el trazo de
aforo con agua destilada. Si hubiera una precipitacién de sul-
fato de calcio o de acido salicilico, pasar la solucién por un
filtro cuantitativo. Para la dosificacién del acido fosforico, hacer
pasar con la pipeta 10 ml de filtrado (el equivalente de 0,2 g)
de la muestra en un matraz aforado de 100 ml y afiadir 20 ml de
acido sulfurico diluido y 20 ml de reactivo de molibdato-vana-
dato. Completar la solucién hasta el trazo de aforo con agua
y efectuar la medida espectrofotométrica al cabo de 10 minutos.

7.4.2. Preparacion de la curva patrén.

Disolver 4,393 g de fosfato monopotasico, previamente secado
sobre acido sulfurico concentrado, en 1.000 ml de agua. La
solucién contiene un mg de P por ml. Las soluciones patrén
conteniendo de 1 a 45 pg de P por ml se preparan trasvasando
con la pipeta la cantidad deseada de solucién P en un vaso
volumétrico de 100 ml, anadiendo 20 ml de acido sulfurico di-
luido y 20 ml de reactivo de molibdato-vanadato y completando
hasta el trazo de calibrado con agua destilada. Al término de
10 minutos se mide la absorcién de la soluciéon (en una cubeta
de 1 cm de paso) a 438 nm contra una solucién testigo, sirvién-
dose de un espectrofotometro. Trazar la curva patréon.

7.5. Cdlculo.

Calcular el contenido en fésforo total, expresado en porcen-
taje de P;O; a partir de la lectura en el espectrofotometro y
con ayuda de le curva patron,

A

Porcentaje P = —
400 - M
Porcentaje P,Os = 2,29 - porcentaje P

Siendo:

A = pg de fosforo leidos en la curva.
M = peso, en g, de la muestira.

7.8. Bibliografia.

Pulls, G. (1961) Landwirtschaftliche Forsqhung, 14, 38-39.
8. CLURUROS

8.1. Principio.

Extraccién de los cloruros del producto picado con agua
caliente y alcohol y posterior determinacién por el método Car-
pentier-Vohlard.
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Material vy aparatos.
. Papel de filtro.

Embudos.

Matraces aforados de 250 y 200 ml.
Erlenmeyer de 150 y 250 ml.

Pipetas de 5 ml.

Bureta con divisiones.de 0,1 ml.
Balanza analitica.

Placa calefactora.

Agitador magnético con calefaccién.
Agitador de iman-teflon.

o

1.
2
.3
2.4,
2.5,
.2.6.
2.7
2.8
.9,

2.10.
2.11. Vasos de precipitado de 500 ml. .

8.2.12, Centrifuga provista de tubos de al menos 100 ml de
capacidad. :

pupwbbbpy ©
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8.3. Reactivos.

8.3.1. Solucidn titulada de nitrato de plata 0,1 N.-
8.3.2. Solucién de acido nitrico concentrado d = 1,63.
9.3.3. Solucién acuosa de sudfato férrico amoénico (alumbre

férrico) al 4 por 100.

8.3.4. Nitrobenceno. . -
8.3.5. Soluciéon titulada de sulfocianuro potasico o aménico
01N .

8. Solucién de alcohol etilico al 40 por 100.
.7. Reactivo de Carrez. )

7.1. Solucién acuosa de ferrocianuro potasico al 15 por 100.
7.2. Solucién acuosa de acetato de cinc al 30 por 100.

Procedimiento.

8.4.1, Preparacién del extracto.

Pesar, con precisiéon de 1 mg, un peso P (alrededor de 10 g)

de la muestra preparada segun el método 1, introduciéndola en
un Erlenmeyer de 250 ml. Aradir 150 ml de alcohol al 40 por 100.
Poner en el agitador y calentar suavemente. Prolongar la agi-
tacién durante una hora al menos. Transvasar a un matraz
aforado de 250 ml con alcohol de 40 por 100 a través de un
embudo y una varilla. Afiadir consecutivamente 5 ml de cada
uno de los reactivos de Carrez y enrasar. Agitar y dejar 10 mi-
nutos en reposo. Centrifugar 5 minutos a 2.000 r. p. m. Separar
la grasa que sobrenade-con ayuda de una espatula. Filtrar en
un matraz aforado de 200 ml hasta el enrase. Verter el conte-
nido del matraz en un vaso de 500 ml, lavando con una pe-
quefia porcién de agua. Este liquido de lavado se une al inicial
en el vaso. Colocar en una placa y evaporar el liquido hasta
100 ml aproximadamente para eliminar el alcohol. Dejar enfriar
y llevar el liquido de nuevo al matraz de 200 ml y enrasar con
agua. .
8.4.2. Introducir en un erlenmeyer de 250 ml y agitando
suavemente entre adicién y adicién: 10 ml exactamente medidos
de solucién 0,1 N de nitrato de plata. 1 ml de solucién de
acido nitrico concentrado. 1 ml de solucién de sulfato férrico
aménico al 4 por 100. 10 ml del extracto problema. 50 ml de
agug destilada. :

Dejar reposar durante 10 minutos en la oscuridad. Afadir
1 ml de nitrobenceno para aglomerar el precipitado y obtener
una solucién limpia. Valorar el exceso de nitrato de plata con
la. solucién de sulfocianure 0,1 N, hasta que se produzca el
viraje.

8.5. Cdlculos.

El tanto por ciento de cloruros presentes en la muestra, ex-
presado en cloruro sédico, viene dado por la féormula: .

14,825 (10 — n)
P

Porcentaje ClNa =
Siendo:
P

peso, en g, de la muestra de la que se ha obtenido el
extracto. :
volumen, en ml, de la solucion de sulfocianuro gastados

n
en la valoracion.

8. GRASA
9.1. Principio.

Extraccién de la grasa de la muestra previamente hidrolizada
y desecada, por medio de hexano o éter de petr6leo. Elimina-
cion del disolvente por evaporacién, desecacién del residuo y
posterior pesada después de enfriar, '

9.2. Material y ziparatos.

Erlenmeyer de 500 ml.

Vidrios de reloj.

Placa calefactora.

Papel de filtro Albet 242 @ o similar,
Embudos.
Extractor Soxhlet.
Estufa eléctrica.
Balanza analitica.
.9. Desecador provisto de un deshidratante eficaz (gel de
)} con indicador de humedad.
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9.3. Reactivos.

9.3:1. n-hexano o éter de petréleo con un intervalo de punto
de ebullicion 40-60° C e indice de bromo inferior a 1, o éter eti-
lico anhidro exento de peroxidos.

9.3.2. Piedra pémez.

9.3.3. Acido clorh{drico 3 N.

9.4, Procedimiento.

Pesar con aproximacién de 1 mg, 2,5 g de muestra preparada
como en el método 1 e introducirlos en un Erlenmeyer de 500 ml.
Anadir 100 ml de acido clorhidrico 3 N (9.3.4) y unos trozos de
piedra pémez. Cubrir la boca del Erlenmeyer con un vidrio de
reloj, y someter la mezcla a una ebullicién suave en la placa
calefactora durante 1 hora. Enfriar y filtrar. sobre doble filtro
evitando cualquier paso de materia grasa al filtrado. Lavar el
residuo con agua fria hasta desapariciéon de la reaccién acida.
Verificar que en el filtrado no existe materia grasa.

Colocar los papeles de filtro conteniendo el residuo sobre un
vidrio de reloj y desecarlos durante hora y media en la estufa
a 95-98° C. Una vez seco el conjunto, introducirlo en el cartucho

-de extraccion, extrayendo con el Soxhlet con éter etilico duran-

te 6 horas, regulando la ebulliciéon de forma que se produzcan
15 sifonadas al menos en cada hora. Eliminar el disolvente en
el rotavapor y eliminer el resto del disolvente en la estufa du-
rante hora y media a 75°C. Enfriar el matraz con la grasa en
desecador, matraz que previamente fue tarado, y pesar cuando
se alcanza la temperatura ambiente. :

Repetir e] calentamiento y la pesada hasta que la diferencia
entre dos consecutivas sea menor de 5§ mg.

9.5. Cdlculos.
Expresar el resultado, en porcentaje de peso:
PP—P

——— X 100
P

Porcentaje grasa =
Siendo:

P = peso, en g, del matraz. .
P’ = peso, en g, del matraz con la grasa.
. P” = peso, en g, de la muestra.

9.6. Referencias.
1. Norma ISO-1443.
10. HUMEDAD

10.1. Principio.

Formacién de una pasta con ayuda de arena y etanol, que
es sometida primeramente a un presecado en bafio de Maria y a
continuaciéon secada a 102 = 2° C hasta obtener un peso cons-
tante. - ’

10.2. Material vy aparatos.

10.2.1. Balanza analitica.

10.2.2. Capsulas de acero inoxidable con tapa de 60 mm de
diametro y 25 mm ‘de altura. :

10.2.3. Varilla fina de vidrio con punta aplastada, que entre
por completo en la capsula.

10.2.4. Desecador provisto de un deshidratante eficaz (gel de
sflice con indicador de humedad).

10.2.5. Barfio de agua.

10.2.6. Estufa eléctrica regulada a 102 * 2°C.

10.3.

10.3.1. Arena de mar lavada a los 4cidos, cuya granulometria
esté comprendida entre 0,25 y 1,4 mm,
10.3.2. Etanol del 95 por 100 en volumen como minimo.

Reactivos.

10.4. " Procedimiento.

Secar la capsula conteniendo una cantidad de arena igual
a 3-4 veces el peso de muestra y la varilla de vidrio, durante
30 minutos, en la estufa regulada a 102 +2°C.

Sacarla de la estufa e introducirla en el desecador, hasta
que alcance la temperatura ambiente, y pesar el conjunto con
0,1 mg de aproximacién.

Introducir en dicha capsula un peso de muestra preparada
segin el método 1 aproximadamente 5 g y pesar de nuevo con
aproximacién de 0,1 mg.

Afiadir a la capsula 5 ml de etanol (10.3.2) y remover la mez-
cla con la varille de vidrio. Colocar la capsula al bafio de agua
regulandolo a una temperatura comprendida entre 80 y 80° C para
evitar las posibles proyecciones, mantener el calentamiento hasta
que el alcohol se evapore. Secar la muestra durante cuatro ho-
ras en la estufa a 102 + 2°C, Retirar la cépsula de la estufa
y colocar en el desecador, hasta que.alcance la temperatura
ambiente. Pesar con aproximaciéon de 0,1 mg.

Repetir las operacicnes de secado hasta peso constante.

Efectuar por lo menos dos determinaciones sobre la misma
muestra,
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10.5. Cadlculos.
-100
Porcentaje humedad = (M; — M) ————
M1 — Mo
Siendo:
Mo = masa, en g, de la capsula, la varilla y la arena.
M; = masa, en g, de la céapsula, la varilla, la arena y la

muestra antes del desecado.

M; = masa, en g, de la capsula, la varilla, la arena y la

muestra después del desecado.

10.8. Observaciones.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones si-
multaneas o realizadas inmediatamente una después de la otra,
efectuadas por el mismo analista, no debe ser superior a 0,1 g de
agua por 100 g de muestra (0,1 por 100},

10.7. Referencias.
1. Norma internacional 1SO R-1442,
1. AZUCARES TOTALES, REDUCTORES Y LACTOSA
(Método de Luff-Schoorl)
11.1. Principio.

Los azlcares se disuelven en etanol diluido o bien en agua
y después de la eliminacién del alcohol se valoran por el mé-
todo de Luff-Schoorl antes y después de la inversién.

11.2. Material y aparatos.

11.2.1. Pipetas de 1, 2, 5, 10, 25 ml.

11.2.2. Probetas de 50 ml. .

11.2.3. Mairaces Erlenmeyer de cuello esmerilado de 300 ml.
11.2.4. Bureta con divisiones de 0,1 ml.

11.2.5. Refrigerantes de reflujo.

11.2.6. Barfio de arena.
~11.2.7. Bafo de agua.”

11.3. Reactivos. .

11.3.1. Etanol diluido al 40 por 100 (v/v) d 20°C = 0,948 lle-
vado a punto de viraje con fenolftaleina en una parte alicuota.

11.3.2. Solucién de naranja de metilo al 0,1 por 100 (p/v).
11.3.3. Acido clorhidrico 4 N.

11.3.4. Acido clorhidrico 0,1 N.

11.3.5. Hidroxido sédico 0,125 N.

11.3.6. Reactivo de Luff-Schoorl.

11.3.6.1. Solucién A.—50 g de acido citrico en 500 ml de agua.

11.3.6.2. . Solucion B.—Disolver 1438 g de carbonato de sodio
anhidro en 300 ml de agua caliente, dejando enfriar.

11.3.6.3. Solucién C.—Disolver 25 g de sulfato de cobre pen-
tahidrato exento de hierro en 100 ml de agua.

Mezclar cuidadosamente la solucién A con la B, afadiendo
también con suave agitacion la soluciéon C, aforando el conjunto
a 1.000 ml. Dejar reposar una noche y filtrar. El pH.de la solu-
cion debe ser alrededor de 9,4.

Comprobar las concentraciones, que deben ser 0,1 N para
el cobre y 2 N para el carbonato sédico.

11.3.7. Solucion de tiosulfato sédico 0,1 N con factor exacta-
mente calculado. :

11.3.8. Solucion de almidén.—Pesar 5 g de almidon soluble,
haciendo un engrudo con 30 ml de agua hirviendo; este engrudo
se vierte sobre 1 1 de agua hirviendo, manteniendo durante 3
minutos la ebullicién, dejar enfriar, y afadir 10 mg de ioduro
mercurico como agente conservador.

11.3.9. Acido sulfirico 6 N.

11.3.10. Granulos de piedra pomez.

11.3.11. Solucién hidroglicérida de
2.750 unidades/ml.

11.3.12. Suspension de levadura (Saccharomyces cerevisiae)
25 g de dicha levadura fresca en 100 ml de agua. Esta solucidén
se conserva como mAximo una semana en el refrigerador.

11.3.13. Soluciones de defecacién.

11.3.13.1. Carrez I.—Disolver en 50 ml de agua 24 g de aceta-
to de cinc (CH;COO); Zn.2H;O y 3 g de 4acido acético glacial.
Completar a 100 ml con agua destilada. )

11.3.13.2. Carrez II.—Disolver en 50 ml de agua 10,6 g de fe-
rrocianuro potéasico Fe{CN)¢K,4.3H;O completando a 100 ml con
agua destilada.

invertasa, conteniendo

11.3.14. Isopentanol como antiespumante (opcional).
11.4. Procedimiento.
11.4.1. Preparacion del extracto.

Como en 8.4.1,
-11.4.2.

Tomar con une pipeta una cantidad del extracto no superior
8 25 ml y que contenga menos de 60 mg de azlcares reductores

Valoracién de azucares reductores.

expresados en glucosa. Si fuera preciso tomar una cantidad
menor de 25 ml (caso no frecuente en productos a base de car-
ne) se completa hasta dichos 25 ml con agua destilada, determi-
nandose el contenido de azucares reductores segun el método
de Luff-Schoorl posteriormente descrito.

Los resultados se expresan en glucosa por ciento.

11.4.3. Valoracién de azucares totales, después de la inver-
sién, :

Se pueden seguir dos métodos:

11.4.3.1, Método quimico.—Tomar por medio de una pipeta
50 ml del extracto en un matraz de 100 ml aforado, y. anadir
cuatro gotas de naranja de metilo (11.3.2) y después gota a gota
acido clorhidrico 4 N (11.3.3) hasta viraje neto al color rojo.
Arnadir posteriormente 15 ml de clorhidrico 0,1 N (11.3.4) y llevar
al bafio de agua hirviente durante 30 minutos. Enfriar rapida-
mente a 20°C y afiadir 15- ml de NaOH 0,125 N, o-la precisa
para el viraje del indicador, Aforar a 100 ml con agua destilada.

Tomar una cantidad no superior a 25 ml que contenga menos
de 60 mg de azicares totales, expresados en glucosa, como en
el apartado 11.4.2, determinandose el porcentaje de azicares
reductores segin el método de Luff-Schoorl, que se expresa en
azucar invertido o bien en sacarosa, multiplicando el valor ob-
tenido por el factor 0,95.

11.4.3.2. Método enzimatico.—Tomar 50 ml del extracto corres-
pondiente en un matraz de 100 ml aforado, afadir 2 ml de so-
lucién hidroglicérida de invertasa y dejar reposar una hora
a 50°C en estufa. Enfriar a 20°C enrasando exactamente &
100 ml. ’

Tomar una cantidad no superior a 25 ml y proseguir como

‘en los casos anteriores y con las mismas especificaciones.

11.4.4.

Tomar en un matraz aforado de 100 ml, 50 ml del extracto
correspondiente. Afiadir 5 ml de suspension de levadura (11.3.12),
homogeneizar y dejar durante 2 horas en un bafio a 39° C.
Enfriar a 20° C. Anadir 2,5 ml de solucién Carrez I (11.3.13.1) y
agitar, afiadir 2,5 ml de soluci6én Carrez. I1 (11.3.13.2) y agitar
de nuevo. Completar el volumen a 100 ml, mezclar y filtrar,
Tomar-25 ml de filtrado como méaximo, y con un contenido. en
lactosa entre 40 y 80 mg, introducirlos en un Erlenmeyer de
300 ml. ’

Proceder de la misma forma con un ensayo en blanco de
5 ml de levadura.

Determinar el contenido en lactosa segun el método de Luff-
Schoorl, los resultados se expresan en lactosa anhidra por
ciento.

El método se basa en el hecho de que el Sacchéromyces cere-
visiae hidroliza todos los azlcares exceptuando la lactosa.

11.4.5.

Tomar con la pipeta 25 ml exactos del reactivo de Luff-
Schoorl y verterlos en un Erlenmeyer de 300 ml sobre las co-
rrespondientes alicuotas de azucares, afadir unos gramos de
piedra pémez y calentar en tela metdlica con mechero fuerte
de manera que hierva dos minutos aproximadamente, llevar el
Erlenmeyer a un bafio de arena previamente calentado de forma
que se caliente tunicamente el fondo del recipiente, adaptandose
un refrigerante de reflujo y manteniendo la ebullicion durante
10 minutos exactos.

Enfriar rapidamente, y valorar a los 5 minutos, afiadiende
3 g de ioduro potasico disuelto en 2 ml de agua, y lentamente
para evitar las proyecciones, 25 ml de acido sulfurico 8 N, va-
lorando el iodo puesto en libertad con tiosulfato 0,1 N, hasta
obtener un colgr amarillo débil, aiadir el indicador de almi-
don (11.3.8) y terminar la valoracion hasta decoloracién.

Efectuar una valoracién analoga en blanco, mezclando 25 ml

Valoracién de lactosa.

Valoraciéon segin el método de Luff-Schoorl.

“del reactivo de Luff-Schoorl con 25 ml de agua, sin previa

ebullicién, y con la adicién de ioduro potasico y sulfarico 8 N.

11.5. Cdlculos.

Con la ayuda de la tabla 1 determinar la cantidad de
azicar en mg correspondiente a la diferencia entre los vola-
menes de tiosulfato en ml consumidos en la valoracion en
blanco y problema.

Sean a los mg de azucares correspondientes:
25-a

Porcentaje azucares = -———
P.-V

Siendo:

P = peso, en g, de la muestra inicial de la que se obtuvo
el extracto.
V = volumen, en ml, de alicuota tomada.

Esta expresion es. valida cuando el extracto se haya enrasa-
do a 250 ml.
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11.6. Observaciones.

11.8.1. Los resultados obtenidos para azucares totales rea-
lizando los dos tipos de inversién son semejantes. Pero si el
analisis no se realiza con frecuencia, es preferible el método
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11.6.2. La diferencia entre el porcentaje de azucares totales
y el de azucares reductores, multiplicado por 0,95 da el con-
tenido en sacarosa de la muestra.

11.6.3. El contenido en azticares reductores, exceptuando la
lactosa, se obtiesne multiplicando el valor de ésta, obtenido

guimico, por el posible deterioro de la invertasa y su alto | segin (11.4.4), por 0,675 y restando este resultado del contenido
precio. en azucares reductores totales.
TABLA 1
i Para 25 ml de reactivo Luff-Schoorl
N2a,5,0, Glucosa, fructosa Lactosa Maltosa
01N Aziicares invertidos Cy9Hy04y CyoH,0044
CgH 304
ml mg diferencia mg diferencia mg diferencia
1 2,4 2,4 3,5 3,7 3,9 3,9
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7.8 3.9
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,8 4,0
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,8 3,9
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5. 4,0
7 17,2 2,8 25,8 3,7 27,5 4.0
8 10,8 2,8 29,5 3,7 31,5 4,0
9 22,4 2,6 33,2 38 35,5 4,0
10 . 25,0 2,6 37.0 38. 39,5 4,0
11 27,8 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0
12 20,3 2,7 44,6, 3,8 47,5 4,1
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 41
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4.1
17 44,2 2,9 63,8 3,9 .68,0 4,2
18 471 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3
19 50,0 3,0 71,7 4,0 78,5 4.4
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6
23 62,2 88,0 94,6,
12. HIDROXIPROLINA 12.4. Procedimiento.
12.1. Principto. 1221, Preparacién de la muestra.

Previa hidroélisis en medio acido de las proteinas y oxidagic’m
de la hidroxiprolina. El derivado formado con el p-dimetilamino-
benzaldehido se valora colorimétricamente.

12.2. Material y aparatos.

12.2.1. Balanza analitica.

12.2.2, Matraces de fondo plano de 250 ml de capacidad.
12.2.3. Refrigerantes de reflujo.

12.2.4. Bafio de arena. )

12.2.5, Agitador magnético.

12.2.6. pH-metro.
. 12.2.7. Matraces aforados de 50, 100, 200 y 1.000 ml de capa-
cidad.

12.2.8. Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.

12.2.9. Tubos de ensayo de 16 X 160 mm, aforados a 12 ml.

12.2.10. Bafo de Maria. )

12.2.11. Espectrofotometro o colorimetro capaces para lectu-
ras & 560 nm.

12.2.12. Cubetas de 1 cm de paso de luz especificas para luzv

visible.
12.3. Reactivos.
12.3.1. Piedra pomez.
12.3.2. Solucién acuosa de &cido clorhidrico al 50 por 100

(v/v) (diluir a 1.000 ml, 500 m] de solucién concentrada de acido
clorhidrico de densidad 1,19).

12.3.3. Soluci6én concentradea de hidréxido sédico de densi-
dad 1,33 (400 g/1) (p/v).

12.3.4. _Solucién de hidréxido sédico al 10 por 100 (p/v).

12.3.5. Alcohol isopropilico puro.
12.3.8. Solucién acuosa de cloramina T al 10,5 por 100 (p/v).
12.3.7. Solucién tampén de pH = 6 (disolver 34 g de acetato

sddico anhidro, 36,5 g de citrato trisédico monohidratado, 5,5 g
de Acido citrico en 385 ml de aloohol isopropilico puro y en-
rasar a 1.000 ml con agua destilada. ’

12.3.8. Solucién oxidante, que debe prepararse en el momen-
to de su empleo, un volumen de la solucién 12.3.6 y cuatro vo-
lumenes de la solucién 12.3.7.

12.3.9. Solucién acuosa de &acido perclérico al 17,5 por 100.

12.3.10. Solucién de p-dimetilaminobenzaldehido (p-DMAB)
al 5 por 100 en alcohol isopropilico. Esta solucion se conserva
una semana a temperatura ambies.te.

12.3.11. L-hidroxiprolina.

Pesar con 1 mg de aproximacién P gramos de la muestra
convenientemente homogeneizada (aproximadamente 3 g) sobre
papel de fumar sin engomar, e introducir la muestra en el
matraz de fondo plano €12.2.2). Afiadir piedra pdmez v 50 ml de
la solucién de acido clorhidrico al 50 por 100 (12.3.2). Montar los
refrigerantes de reflujo y colocarlos en el bafio de arena. Ca-
lentar de forma que se mantenga una ebullicién suave al me-
nos durante siete horas. Refrigerar rapidamente los matraces
bajo corriente de agua. Ajustar el contenido de los matraces
a un pH comprendido entre 6 y 7, afiadiendo y agitando fuer-
temente 28 ml de la solucién concentrada de hidréxido sédico,
dejar enfriar al chorro de agua y llevar al pH anteriormente
indicado con solucién diluida de hidréxido sédico (12.3.4). Trans-
ferir €l contenido a un matraz aforado de 200 ml y enrasar de-
jando en reposo durante una hora. Filtrar a través de papel de
filtro plegado. Tomar una alicuota del filtrado y diluirla 10
0 20 veces con agua destilada. Es conveniente realizar am-
bas diluciones, porque permilen obtener dos valores sobre la
misma muestra.

12.4.2.

La coloraciéon obtenida sigue la ley de Beer-Lambert cuando
la concentraciéon de hidroxiprolina se encuentra comprendida
entre 0 y 20 pg/ml.

Teniendo en cuenta los numercsos factores que influyen en
la formacién del derivado coloreade, es indispensable construir
para cada determinacién una curva patrén, realizandose el des-
arrollo del color al mismo tiempo sobre las diluciones problema
y los patrones.

Preparar una solucién madre conteniendo 400 pg/ml de hi-
droxiprolina con agua destilada. A partir de esta solucién, ha-
cer diluciones que contengan 5, 10 y 20 pg/ml con agua des-
tilada. Tomar una serie de tubos de ensayo aforados a 12 ml y
poner en uno de ellos (tubo testigo) 1 ml de agua destilada.
En los tres siguientes colocar 1 ml de las soluciones que con-
tienen 5, 10 y 20 pg/ml de hidroxiprolina. En los dos siguientes
1 ml de cada una de las diluciones diluidas del filtrado. Afadir
a cada tubo sucesivamente: 2 ml de isopropanol puro (12.35)
¥y 1 ml de la solucién oxidante recientemente preparada (12.3.8)
y agitar. Dejar reposar durante 10 minutos, transcurrido dicho
tiempo afiadir de nuevo a cada tubo: 3 ml de la solucion de
acido percl6rico al 17,5 por 100 (12.39) y 2 ml de p-DMAB
(12.3.10), homogeneizar el contenido de los tubos y llevarlos al
bafio de Maria regulado a 60° C, permaneciendo en €1 20 minutos,

Preparacion de la curva patrén.
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retirarlos del bafio y enfriarlos bajo corriente de agua. Ajustar
hasta 12 ml con isopropanol y agitar.

Leer la densidad o6ptica de cada tubo ajustando el cero con
el tubp testigo a 560 nm.

Trazar la correspondiente curva patrén colocando en abcisas
las absorbancias y ordenadas las concentraciones en pg/ml de
hidrokiprolina.

12.5. Cdlculos.
' x.d
Porcentaje hidroxiprolina =
’ 50 P
. Siendo: .
x = cantidad de. hidroxiprolina leida en la curva patrén.
d = dilucién del filtrado realizado.

P = peso inicial de la muestra.

Porcentaje colageno = 8 % de hidroxiprolina,
12.6. Observaciones.
12.6.1. Cuando la muestra a analizar sea de alto contenido

en colageno, el tiempo de ebullicion debera prolongarse al me-
nos durante nueve horas.

13. NITRITOS
13.1. Principio.
Del extracto obtenido, adicionandole acido sulfanilico y o;-nac-

tilamina, sc lee la intensidad de la coloracién obtenida me-
diante colorimetria o espectrofotometria.

13.2. Material y aparatos.

13.2.1. Matraces aforados de 100 y 1.000 ml de capacidad.

13.2.2. Probetas de 100 6 200 ml de capacidad.

13.2.3. Bano de Maria.

13.2.4. Papel de filtro plegado de 15 cm de diametro aproxi-
madamente.

13.2.5. Tubos de ensayo de 150 ¥ 25 mm.

13.2.6. Matraces Erlenmeyer de 300 ml de capacidad.

13.2.7. Espectrofotometro capaz de leer a 520 nm.

13.2.8. Cubetas de 1 cm de paso especificas pare luz visible.

13.3. Reactivos.

13.3.1. Solucién patréon de nitrito sodico.—Pesar, con aproxi-
macién de 1 mg, 1 g de nitrito sédico, disolver en agua y com-
piciar hasta 1.000 ml. Tomar con ia pipeta 5 ml de esta solu-
cion e introducirla en otro matraz aforado de 1.000 ml. Enrasar.

13.3.2. Reactivo colorimétrico.

13.3.2.1. Solucion I.—Disoiver calentando al bafio de Maria 6 g
de acido sulfanilico en 200 ml de acido acético glacial y 400 m]
de agua des:iilada. Afiadir 200 ml de una solucién de cloruro sé-
dico que contiene 106 g/l de cloruro sodico. Diluir con agua
hasta 1.9 ml.

13.3.2.2. Solucién II.—Disolver calentando al bafioc de Maria
0,3 g de cloruro de g-naftilamina en 100 ml de agua destilada. Fil-
trar si és necesario y anadir 200 ml de acético glacial Diluir hasta
1.000 ml con agua destilada.

Menipular con precauciéon esta disclucién por su caracter
cancerigeno.

Ambas soluciones (13.3.2.1 y 13.3.2.2) deben conscrvarse en
frascos topacio bien cerrados. El reactivo colorimétrico se ob-
tiene mezclando volumenecs iguales de ambas soluciones.

13.4. Procedimiento.
13.4.1. Preparacion del extracto.—Como en 8.4.1,
13.4.2. Valoraciéon de la muesira.—Del extracto obtenido en

13.4.1, tomar 25 ml y afnadir 1 g, aproximadamente, de cerbén
activo si es necesarin decolorar. Filtrar hasta que el filtrado sea
transparente. Del filtrado tomar una alicuota de 10 ml y ponerla

en un tubo de ensayo 13.2.5. Si se toman menos de 10 ml, com- .

pletar hasta 10 ml cort’ agua destilada. Afiadir 10 ml del reactivo
colorimétirico, mezclar y dejar reposar la solucién quince minu-
tos a temperatura ambiente al abrigo de la luz.

A partir de los 20 minutos y antes de 4 horas, medir

la densidad 6ptica de la solucidon en una cubeta de 1 cm de-

paso de luz a 520 nm de longitud de onda.

Si la soluciéon coloreada problema presenta una cobloracién
superior a la de la solucién patréon mas concentrada, tomar
una alicuota menor de 10 ml.

Efectuar dos determinaciones sobre la misma muestra.

13.4.3.  Preparacion de la curva patrén.—Tomar de la solu-
cién patrén (13.3.1) alicuotas de 5, 10 y 20 ml y llevar a 100 ml
con agua. El contenido de estas soluciones es, respectivamente,
de 0,25, 0,50 y 1 p. p. m. de nitrito sédico.

Transferir 10 ml de cada una de estas soluciones a un tubo
de ensayo (13.2.5), afiadir 10 m!l del reactivo colorimétrico v pro-
ceder a su valoracmn colorimétrica "o espectrofotométrica a
520 nm, llevando absorbancias frente a concentraciones expre-
sadas en p. p. m. de nitrito sédico.

13.5. Cdlculas.

Calcular el contenido en nitritos de la muestra expresade
eén p. p. m. por medio de la férmula:

‘ 2.500
p.p. m. NO;Na =C
m-V

m = peso de muestra de la que se ha obtenido el extracto.

V = volumen, en ml, tomado del extracto decolorado.

C = concentracién en nitrito sodico expresada en pg/ml deters
minada sobre la curve patrén.

Tomar como resultado la. media de los valores obtenidos en
dos determinaciones paralelas si las condiciones de reproduc1-
bilidad se cumplen

13.8. Observaciones.

La diferencia entre dos determinaciones paralelas sobre una
misma muestra, realizadas simultaneamente por el mismo ana- -
lista, no debe ser superior al 10 por 100 del contenido calculado
en mtrltos

13.7. I-ieferencias.
1. Norma ISO/DIS 2018.

14. NITRATOS

14.1. Principio.

Al reaccionar en medio sulfurico los nitratos con la brucine
se produce una coloracién amarilla-marrén, cuya intensidad es
proporcional al contenido en nitratos presentes, lo que permite
su valoracién colorimétrica o espectrofotométrlca

14.2. Material y aparatos.

14.2.1. Matraz aforado de 50 ml de capacidad.

14.2.2. Espectrofotometro o colorimetro capaces para lecture,s
a 410 nm.

14.2.3. Cubetas de 1 cm de paso especificas para luz visible,

14.3. Reactivos.

14.3.1. Solucién patrén de nitratos.—Disolver 0,1629 g de ni-

trato potasico anhidro en agua y enrasar a 1 1. 1 ml de esta
solucion contiene 0,1 mg de nitrato.

14.3.2. Reactivo brucina-acido sulfanilico.—Disolver 1 g de
brucina y 0,1 g de acido sulfanilico en unos 70 ml de agua des-
tilade calienite, afiadir 3 ml de &acido clorhidrico concentrado,
dejar enfriar y enrasar a 100 ml con agua. La solucién debe
guardarse en frasco color topacio.

14.3.3. Solucién de acido sulfurico.—Afadir con cuidado
500 ml de acido sulfurico concentrado a 75 ml de agua des-
tilada. Debe conservarse herméticamente cerrado.

14.4. Procedimiento.
14.4.1. Preparacion del extracto.—Como en 8.4.1.
14.4.2, Valoraciéon de la muestra.—Introducir en un matraz

aforado de 50 ml de capacidad 10 ml del extracto (14.4.1), 1 ml
del reactivo (14.3.2) y 10 ml del reactivo (14.3.3) muy lenta-
mente, mezclar y dejar en reposo durante diez mmutos al abrigo
de la luz.

Pasado este tiempo, afadir agua destilada, agitando, hasta
completar unos 40 ml y dejar reposar durante quince minutos
en la oscuridad.

Enfriar el matraz en un bafio de hielo hasta que alcance
la temperatura ambiente, preferiblemente también en la oscu-
ridad. A continuacién, enrasar a 50 ml con agua, homogeneizar
el contenido del matraz y leer la absorbancia a 410 nm. El cero
se ajusta con 20 ml de agua sometida al proceso anteriormente
descrito.

14.4.3. Preparacién de la curva patrén. Tomar distintas eli-
cuotas de la solucién 14.3.1 y tratar como en 14.4.2.

14.5. Cdlculos.

Llevar la absorbancia obtenida & la curva patrén y expresar
el correspondiente contenido de nitratos en mg por kg.

14.8. Observaciones.

14.6.1. Periédicamente resulta aconsejable confirmar o rec-
tificar los valores de la curva patrén, lo que es absolutamente
necesario cuando se cambia de reactivos.

14.6.2. En las condiciones citadas, se pueden medir concen-
traciones de nitrato comprendidas entre 50 y 500 n g/l

14.8.3. El acido sulfanilico se afiade al reactivo 14.3.2 para
evitar la posible interferencie del i6n nitrito. Las interferencias
de iones ferrosos, férricos y manganosos s6lo son apreciables
cuando su concentracxén es superior a 1 mg/l,
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15. pH
15.1. Principio.
' ol

Medida del potencial eléctrico creado en la membrana de un
electrodo de vidrio, funciémr de la actividad de iones hidrégeno
& ambos lados de la membrana. Utilizar como referencia un elec-
trodo de calomelands. .

15.2. Material y aparatos.

15.2.1, pH-metro capaz de determinar la segunda cifra de-
cimal.

15.2.2. Electrodos de vidrio de punta fina o convencional
(segin la dureza de la muestra).

15.2.3. Electrodo de calomelanos.

18.3. Reactivos.
16.3.1.'_. Disolucién tampén de pH = 4.
15.3.2." Disolucién tampén de pH = 7.

15.4. Procedimiento.

Tomar una cantidad de muestra preparada seeg'in el método 1
o bien directamente, en el casoc de muestras homogéneas, afadir
igual cantidad de agua destilada, mezclar y dejar reposar du-
rante diez minutos.

Ajustar el pH-metro a la temperatura de trabajo con las di-
soluciones 15.3.1 y 15.3.2 e introdncir los electrodos de vidrio
y de referencia, separados al menos 2 cm.

Conectar el pH-metro y esperar a que se estabilice,

15.5. Zxpresion de los resultados.

Anotar ‘e] valor de pH indicado por el aparato.
Repetir la operacién dos veces al menos.

'15.6. Observaciones.

15.8.1. Es necesaria una limpieze escrupulosa de los €lectro-
dos entre determinaciones sucesivas, lo que al tratarse de pro-
ductos con un alto contenid> en materia grasa es mas laboriosa
que en disoluciones desengrasadas, requiriendo & veces ser fro-
tados o sumergidos en alcohol, éter dietilico, éter de petroleo,
otcétera; secarlos convenientemente y lavarlos finalmente con
agua destilada; secarlos de nuevo, quedando asi dispuestos para
una nueva lectura.

METODOS BIOLOGICOS
1. IDENTIFICACION DE ESPECIE ANIMAL

1.1, Principio.

Las proteinas musculares de las distintas especies animales,
aunque muy similares entre si, tienen en cada grupo zooldgico
una estructura especifica que permite diferenciar carnes de
gs;};c)ies distintas por métodos serol6gicos (técnica de Uhlen-

uth).

Sélo es aplicable a productos crudos.

1.2, Material ¥y aparatos.

1.2.1, Tubos de precipitacién de 20 X4 mm.

1.2.2. Gradillas metalicas para los tubos anteriores.
1.2.3. Precipitoscopio (caAmara oscura con luz indirecta).
1.2.4. Pipetas capilares muy fihas. '

1.2.5. Pinzas. .
1.2.6. Bisturi. /

1.2.7. Tijeras.

12.8. Gasa.

1.2.9. Papel de filiro.

1.2.10. Tubos de ensayo.

1.2.11. Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.

1.3. Reactivos.

1.3.1, Suero fisiolégico estéril.

1.3.2, Antisueros especificos (su éspecificidad debe ser comn-
trastada en el momento de su utilizacién).

1.4. Procedimiento.

Separar del producto carnico entre 5 y 10 g de carne magra
lo més exenta posible de grasa. Picar en trozos muy pequeiios,
poniéndose a macerar en suero fisiolégico estéril en la propor-
cién de 1/10. Mantener el macerado puesto en un Erlenmeyer
de 250 ml en frigorifico durante 24 horas, al objeto de evitar
la proliferacién bacteriana. :

Transcurridas las 24 horas, filtrar el macerado a través
de gasa y papel de filtro cuantas veces sea necesario, hasta
obtener un liquido transparente, sin importar que tenga colo-
'ra.ci/én propia. Diluir el filtrado, que estdba a 1/10, hasta 1/25
¥y 1/50.

Poner en una gradilla metalica tres tubos de precipitacién
para les tres diluciones preparadas. Tomar con pipete capilar
una para cada dilucién, partes de las aisoluciones (antigeno
problema), llevandolo hasta el fondo de los tubos. Colocar se-

guidamente el antisuero que se ensaya (anticuerpo especifico
conocido) en los tres tubos mediante pipeta capilar muy fina
de la manera siguiente: Poner el tubo conteniendo el antigeno
problema en posicién horizontal, llevando en este momento la
pipeta con el antisuero hasta el fondo del tubo, momenio en
que se vuelve a poner el tubo en posicién vertical, con lo que
saldra una pequefia cantidad de antisuero que desplazara hacia
arriba el antigeno, pero sin mezclarse con él; volver a poner
de nuevo en posicién horizontal el tubo, sacandé rapidamente
la pipeta que contiene el antisuero. El tubo debe estar siempre
en posicion horizontal a la entrada o la salida de la pipeta con
el antisuero, evitando de esta forma que los dos liquidos reac-
cionantes se mezclen. Utilizar una sola pipeta para cada anti-
suero. Es conveniente poner dos tubos testigos, uno para el
suero y otro para el antigeno, testigos que necesariamente de-
ben dar siempre reaccién negativa.

1.5. Interpretacion de resultados.

La reaccién positiva se produce con la aparicién de un anillo
blanquecino, opalescente, en la zona de separacién de ambos
liguidos reaccionantes antes de 15 minutos. Reacciones posi-
tivas posteriores a este tiempo deben considerarse inespecifi-
cas. La reaccion tiene lugar, para un mismo antigeno, a dis-
tintos tiempos, segin sea el titulo del antisuero empleado.

1.8. Observaciones.

1.6.1. La lectura de los resultados debe hacerse con luz in-
tensa indirecta y sobre fondo oscuro, preferiblemente en un
precipitoscopio.

1.7. Referencias.
1. Normalizacion de Técnicas en Bromatologia Sanitaria.
F. Pérez Florez. 1970. _

ANEJO III
METODOS DE ANALISIS DE CEREALES Y DERIVADOS
16, ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)
(Método cualitativo)

18.1. Principio. ~

Este método sirve para determinar 1la presencia de vitami-
na C en harina y consiste en la aparicién de puntos blancos
sobre fondo rosa del reactivo sal sédica del 2,6 diclorofenol in-
dofenol en medio acido.

18.2. Material y aparatos.

16.2.1. Placa Petri de 85 cm:2.
16.3. Reactivos.
16.3.1. Disolucién acuosa al 0,05 por 100 de la sal sddica

del 2,6 diclorofenol indofenol.
16.3.2. Disolucién acuosa al 5 por 100 de acido metafosforico.

16.4. Procedimiento.

Extender 10 g de la muestra sobre una placa de vidrio
compactandola de forma que quede bien uniforme. Rociar por
completo con_la disolucién del Acido metafosférico y a con-
tinuacién hacer lo mismo con la disolucién de la sal soédica
del 2,6 diclorofenol indofenol. Al cabo de unos minutos apa-
recen unos puntos blancos més o menos grandes sobre el
fondo rosa. ’

18. FOSFORO
18.1. Principio.

Transformaciéon de los compuestos fosforados en ortofosfa-
tos y posterior valoracion colorimétrica con fosfomolibdova-
nadato. -

18.2. Material y aparatos.

18.2.1. Espectrofctémetro o colorimetro que permita lecturas
a 430 nm.

18.2.2. Crisoles de porcelana, de 35 mm de diametro y 45 mi-
Umetros de altura, sin tapadera.

18.2.3. Matraces aforados de 100 y 500 ml de capacidad.

18.2.4. Baifio de agua.

18.2,5. Estufa de desecacién con sensibilidad de * 1°C,

18.3.

18.3.1. Amoniaco concentrado de densidad p = 0,810 g/ml.

18.3.2. Disolucién de molibdato aménico al 10 por 100 (p/v).
Disolver 100 g de molibdato aménico en agua caliente; afnadir
10 ml-“de amoniaco concentrado de p = 0,810 g/cm3 para ase-
gurar su conservacién y completar haste 1.000 ml con agua
destilada.

18.3.3. Acido nitrico de densidad p = 1,38 g/ml,

Reactivos.
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18.3.4. Acido nitrico al 10 por 10¢ (p/v).—Disolver 16 ml de
 acido nitrico p = 1,38 g/cm?, hasta 100 ml con agua destilada.
18.3.5. Disolucién de metavanadato de amonio.—Disolver 2,35
gramos de metavanadato de amonio en 400 ml de agua desti-
lada y caliente. Afiadir lentamente y agitando 20 ml de la di-
solucién que contiene 7 ml de 4cido nitrico p = 1,381 g/ml y
13 ml de agua destilada.
) 18.3.6. Reactivo nitromolibdovanadato.—Mezclar 200 ml de la
disolucién de molibdato aménico _al 10 por 100 y 200 ml de la

disoluciéon de metavanadato de amonio, con 134 ml de acido

nitrico' p = 1,381 g/cm? o en su lugar 192 ml de acido nitrico
p = 1331 g/ml,

18.3.7. Acido clorhidrico concentrado de densidad p= 119
g/ml.

18.3.3. Disolucién patrén de fdésforo.—Pesar 4,394 g de fos-
fato monopotasico, previamente desecado en estufa a 100° C du-
rante unas doce horas. Disolver en agua destilada y .llevar a
un volumen de 1.000 ml en un matraz aforado. 1 ml corresponde
a 1.000 ammas de fésforo.

18.3.9. Disoluciones patrones.—Tomar 10 ml de la disolucién
anterior y diluir con agua destilada hasta el enrase en un
matraz aforado de 100 ml, obteniéndose una concentracién de
100 gammas de fosforo por mililitro. Tomar partes alicuotas de
0,5 1,0, 1,5. 2,0 y 2,5 ml y llevar a un volumen de 10 ml con
agua destilada. Su concentracién sera de 5, 10, 15, 20 y 25 gam-
mas/ml. Afadir 10 ml del reactivo mtromollbdovanadato ¥ Pro-
ceder como se describe en el método.

18.4. Procedimiento.

Pesar, con una aproximacion de * 0,1 mg, de 0,3 a 1,5 g de
muestra en un crisol previamente calcinado y tarado. Intro-
ducir el crisol en la mufla a una temperatura inferior a 100° C.
Aumeniar la temperatura paulatinamente hasta alcanzar los
550° C; mantener esta temperatura durante .2 horas. No se
debe pasar de 550° C, para evitar decrepitaciones y volatiliza-
ciones, ya que cuando existen cloruros en el producto a ana-
lizar, puedan afectar a los resultados. El tiempo que debe per-
manecer el crisol con la muestra en la mufla es variable y
estarda de acuerdo con la naturaleza y con la cantidad de la
muestra. Suelen ser suficientes 2 horas, pero si transcurrido
este tiempo las cenizas del crisol no presentan el color blanco
grisaceo deseado, “sacar el crisol de la mufla y dejar enfriar
dentro de un desecador, afadiendo posteriormente unas gotas
de agua o, mejor, unas gotas de agua oxigenada de 50 vola-
menes. Introducir el crisol en la estufa de desecacién a 100° C
para eliminar el agua o el agua oxigenada. Eliminada la hu-
medad, introducir nuevamente e! crisol en la mufla a 550° C. De-
jar transcurrir el tiempo .necesario hasta que las cenizas con-
tenidas en el crisol wlcancen el color deseado. Sacar el crisol
de la mufla y llevar a un desecador con sustancias desecadoras.
Dejar enfriar hasta la temperatura ambiente.

Obtenidas las cenizas. afiadir en el crisol una cantidad de
acido clorhidrico concentrado (18.3.7) hasta que las cenizas que-
den cubiertas Evaporar el acido clorhidrico en el bafio de agua
a ebullicién, hasta sequedad, en un dispositivo adecuado para
la eliminacién de vapores acidos. Disolver el residuo en 3 ml de
éacido nitrico al 10 por 100 y hervir en el bafio de agua durante
5 minutos, utilizando el dispositivo adecuado para la eli-
minacion de los vapores acidos. No se debe dejar secar el
contenido para evitar la hidrélisis de los ortofosfatos que pro-
duciria reacciones ccloreadas Filtrar a través de papel, sobre
un matraz aforado de 500 ml, lavando con agua destilada los
crisoles donde estaban contenidas las cenizas y diluir hasta el
enrase.

Para desarrollar la reaccién de color, colocar, en una cu-
beta o tubo de espectrofotémetro o fotocolorimetro, 10 ml de la
disolucién problema y aeflir 10 ml del reactivo nitromolibdovana-
dato. Agitar, deiar reposar durante diez minutos. Efectuar la
lectura espéctrofotométrica o fotocolorimétrica a 430 nm, utili-
zando como blanco la mezcla de 10 ml de agua destilada
y 10 ml de reactivo nitromolibdovanadato. La coloracién ama
rilla, desarrollada es estable durante varios dias.

18.5. Cdlculos.

Leer en el espectrofotémetro o fotocolorimetro y buscar su
correspondencia en fésforo en la curva patrén,

F 0,005

Fasforo (%) =

Siendo:

F = concentracién de fosforo, en gammas, encontrada en la
.curva patrén/10 ml disolucién,
= peso, en gramos, de la muestra empleada.
18.6. Referencias.

1. Instituto de.Racionalizacién y Normalizacion del Trabajo.
Una Normag Espariocla UNE 64017,
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19. DETECCION Y CUANTIFICACION DE HARINAS DE TRIGO
COMUN (<TRITICUM VULGARE-) EN SEMOLAS Y PASTAS
ALIMENTICIAS

19.1. Principio.

El método se basa en la detecciéon y cuantificacién de un
componente designado CM,;, del extracto cloroformo-metanol del
endospermo de trigo o de productos derivados de él, cuyo con-
trol genético radica en el cromosoma 1D de «Triticum Vulgare»
¥ que por tanto no se encuentra en <T. durums,

El mencionado extracto, al que se designa proteina CM se
fracciona por electroforesis sobre gel de almidén, y el compo-
nente tCM1 se estima visualmente o se cuantifica densitométri-
camente

19.2. Material vy aparatos.
19.2.1. Balanza analitica.
19.2.2. Equipo de electroforesis.—Fuente de tensién, corriente

continua 0-500 v, -100 mA. Placas de vidrio de 20 X 20 cm mar-~
cos de plastico de 20 X 20 cm exterior, de 18 X 18 cm interjor y
de 3 mm de espesor. Depositos de _electrodos de 20 X.10 X 10
centimetros.

19.2.3. Densitémetro de reflexién, en el caso de que se quie-
ra cuantificar.

19.2.4. Tubos de 8 X 50 mm o 51m11ar con tapones de corcho.

19.2.5. Gradilla.

19.2.8. Dos placas de acero moxldable de5 X 7 X 1cm o di-
mensiones similares.

19.2.7. Jeringa de vidrio de 1 ml de capacidad,

19.2.8. Capilares de 10 cm de largo.

19.2.9. Placa de porcelana con” pocilios,

19.2.10. Probetas de 100 - ml y 1.000 ml.

19.2.11. Vasos de 500 ml y de 1.000 ml.

19.2.12. Bafo de agua con termémetro.-

19.2.13. ‘Cubeta de plastico-de al menos 25 X.25 X 5 cm,

19.3. Reactivos. °

19.3.1. Cloroformo.

18.3.2, Metanol. .

19.3.3. Eter dietilico libre de peroxidos.

19.3.4. Etanol del 70 por 100.

19.3.5. Papel Albet numero 502, o similar, y papel de filtro.
- 1%.3.6. Almidén hidrolizado para electroforesis Connauglit o
similar, . :

19.3.7. Tampén lactato de aluminio-acido lactico, 0,1 N, pH

3,2 en ureag 3 M.—Diluir 4,9 g de lactato de aluminio en agua
destilada, anadir 10,6 ml de acido lactico purisimo y 180 g de
urea, completando hasta 1 litro con agua destilada. Este tam-
poén sirve tanto para el gel de almidén como para los compar-
timentos de los electrodos.

19.3.8. Solucién de nigrosina soluble en agua al 0,5 por 100
en acético-agua (1/1) (v/v).

19.3.9. Gel de almidén.—Mezclar 24,5 g de almidén y 180 ml
de tampon en un vaso de 500 ml, agitar suavemente con una
varilla en bafio de agua a 80 * 3° C hasta que gelifique (2-3 mi-
nutos). El gel caliente se vierte sobre una placa de vidrio a la
que se ha superpuesto un marco de plastico de las mismas di-
mensiones externas gue la placa y de 3 mm de espesor; exten-
der uniformemente con la varilla y, finalmente, prensar sua-
vemente con una placa de vidrio de las mismas dimensiones
sin dejar burbujas. Dejar reposar durante al menos 3 horas.

19.4. Procedimiento.

19.4.1. Extraccién y preparacion para electroforesis de la pro--
teina CM.—Pesar 50 mg de harina, sémola, grano o pasta ali-

‘menticia y transferirlos o un tubo de 8 X 50 mm o similar. El

grano y la pasta se aplastan por presion entre dos placas de
acero inoxidable antes de ser transferidas al tubo. Afiadir apro-
ximadamente 0,5 ml de éter dietilico en cada tubo y dejar repo-
sar durante no menos de 30 minutos, agitando ocasional-
mente. Después-de la ultima agitacién se deja sedimentar por
gravedad y el sobrenadante se elimina con la ayuda de una
ieringa. F1 disolvente residual se deja evaporar a la tempera-
tura ambiente o en una estufa a 35° C durante 10 minutos.
Agregar aproximadamente 0,25 ml de cloroformo-metanol (2/1)
(v/v) a cada tubo, tapar y dejar reposar durante 2 horas,
agitando ocasionalmenté.

Después de la 1ltima 4gitacion, dejar sedimentar por gra-
vedad y transferir el extracto sobrenadante con un capilar a
una pieza de papel Albet nimero 502 o similar, de dimensiones
3 % 10 mm. Con el capilar se satura el papel. que se deja eva-
porar antes de una nueva adicién (ver 19.8.4), repitiendo la
operaciéon hasta agotar ‘el sobrenadante. Para esta operacidn,
las piezas de papel a las que se van a transferir las distintas
muestras se depositan en distintos pocillos de una placa de
porcelana o similar Se recomienda realizar la transferencia
entre 10 y 20 muestras simultdneamente,

19.4.2. Electroforesis sobre gel de almidén de la proteina
CM.—Separar cuidadocamente una de las placas de vidrio con
la ayuda de una espatula y recubrir la superficie expuesta del
gel con_un plastico fino. Marcar en dicha superficie una fila
de ranuras (1 cm de largo cada una) a 3 cm de uno de los
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bordes del gel. Alojar en dicha ranura las piezas de papel Albet
numero 502 o similar que portan las muestras, previamente
impregnadas con tampén. Disponer el gel horizontalmente apo-
yado sobre las cubetas de electrodos y establecer la conexién

eléctrica mediante puentes de papel de filtro .(20 papeles

de dimensiones apropiadas superpuestos).
19.5. Intérpretacién de resultados.

19.5.1. Deteccién de trigo exaploide.—La eléctroforesis del
‘extracto CM de trigo exaploide (<T. Vulgares) muestra tres
bandas, designadas CM1, CM2 y CM3, mientras que la de trigo
tetraploide («T. durums) sélo presenta cos CM2 y CM3.

-El trigo exaploide se detecta en una mezcla por la aparicién
de CM1 en el perfil electroforético. Para el tamafo de muestra
anteriormente propuesto, CM1 se detecta en mezcla de 10-15
por 100. Usando muestras de tamarno doble, el umbral de detec-
cién se reduce proporcionalmente.

10.5.2. Cuantificaciéon de trigo -exaploide en mezclas.—La aco-
tacién del porcentaje de «T. Vulgare> en una mezcla se basa en
la cuantificaciéon de la relaciéon CM1, CM2 y en la estimaci6n
de la variabilidad intraespecifica de CM1 y CM2.

En la figura 1-A se presenta la forma de acotar graficamen-
te el porcentaje de trigo exaploide en mezclas basandose en la
medida de la relacién CM1l, CM2 mediante densitometria de
reflectancia con luz de 620 mim. En la figura 1-B se representa
la variacién de la amplitud de- la acotacién segin el valor
obtenido.

Una estimacion semicuantitativa, mas imprecisa que la an-
terior, puede obtenerse por comparacion visual del problema
con una serie de mezclas conocidas gque pueden incorporarse
al mismo gel.

19.8. Observaciones.

10.8.1. Las condiciones de electroforesis son 10 V/cm- du-
rante seis horas. '

10.6.2. La tincién se realiza con nigrosina al 0,05 por 100 en
acético.—Agua (1/1) (v/v)} durante 14-16 horas en una cubeta

de plastico de dimensiones apropiadas, dejando el gel con la-

cara opueste a la de insercién. hacia arriba.

19.6.3. La decoloracién del fondo se realiza en pocos minu
tos con etanol al 70 por 100.

19.6.4. Cuando se manejan 10-20 muestras, después de una
transferencia se devuelve el capilar al tubo y se pasa a la
muestra siguiente. Cuando se llega a la muestra final, ya se
ha evaporado la primera y estda en condiciones de una nueva
transferencia.’ .

19.7. Referencias.

1. R. Garcia Faure y F. Garcia Olmedo: «A new Method
for the Estimation of Common Wheat in Pasta Products». Le-
bensm. Wis. U. Technol. Vol. 2. 1969.
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20. DETECCION DE HARINAS DEGRADADAS POR EL ATAQUE
DE PLUNTATOMIDOS :
20.1, Principio.
Se detecta la degradacién de la calidad panadera de la masa
de harina mediante la determinacién del exceso de actividad

proteolitica.

20.2. Material y aparatos,
Como en 14.2.
20.3. Reactivos.

Como en 14.3.

204. Prbcedimiento. .

Como el 14.4 ¢on las siguientes modificaciones:
20.4.1. El numero de piezus de masa seran seis.

20.4.2. Transcurrido el tiempo normal de 28 minutos del co-
mienzo de amasado, extraer tres piezas de la camara del alveé-,
grafo y analizarlas obteniendo sus correspondientes curvas. El
resto de las piezas se analizan sobre el mismo papel después
de un periodo de reposo de tres horas.

Si alguno de los alveolos o curvas fuera claramente anormal
debe desecharse la curva.

20.5.

Si existe una actividad proteolitica excesiva, la segunda serie
de curvas presentard menor extensibilidad y tenacidad, siendo
Jnayor la diferencia entre ellas, a mayor actividad.

Cuantificar esta actividad calculando la degradacién de W
y G en la forma siguiente:

Calcular los valores de estos indices por separado para la

Expresién de los resultados.

_ primera serie de curvas (con tiempo de reposo normal) Wo y

Go y para la segunda (con tiempo de reposo de 3 horas)
W1 y Gl.

. . Wo — Wl
Porcentaje de degradacion de W = ———  — . 100
Wo
. , Go — G1
Porcentaje de degradacion de G = ——— . 100
: Go

20.6. Referencias.

Al 1. Harinas., Actividad proteolitica. H-80277-A. Ministerio del
ire.

ANEJO IV
METODOS DE ANALISIS DE FERTILIZANTES

18(b). FOSFORO SOLUBLE EN AGUA
(Colorimetria)

'16(b).1. Principio.

Extraer el fésforo soluble en agua de la muestra y determi-
nar su cantidad midiendo espectrofotométricamente la absor-
bancia del complejo coloreado que forma el i6n ortofosfato con
el molibdeno. :

No es aplicable a las escorias basicas ni a los abonos que
producen soluciones coloreadas o que contengan otros iones
ademas del ortofosfato que formen complejos coloreados con e
malibdovanadato." :

16(b).2. Material y aparatos. -

16(b).2.1, Matraces aforados de 100 ml de capacidad.

16(b).2.2. Buretas de 20 ml de capacidad.

16(b).2.3. Pipetas de 20 ml de capacidad.

16(b).2.4. Espectrofotéimetro o colorimetro capaces para lec-
turas a 400 nm.

18(b).3. Reactivos.

16(b).3.1. Soluciones de fosfato monopotasico puro y seco

(a 105° C durante dos horas) que contengan de 0,4 & 1,0 mg de
P;Os/ml cqn intervalos de 0,1 mg/ml. Preparar semanalmente
las soluciones de 0,4 a 0,7 mg de P,O;/ml,

16(b).3.2. Acido nitrico. -

16(b).3.3. Soluciéon de molibdovanadato.—Disolver 40 g de
molibdato vanadato amoénico tetrahidrato en 400 ml de agua
caliente y enfriar. Disolver 2 g de metavanadato amonico” en
250 ml de agua caliente, enfriar y afnadir 450 ml de acido per-
clérico del 70 por 100. Afadir gradualmente y agitando la so-
lucii’m de molibdato a la solucién de metavanadato y diluir
az2l.

16(b) .4.

16(b).4.1. Preparacién de la solucién.—Poner un gramo de
muestra sobre un filtro de 8 cin de diametro y lavar con pe-
quefias porciones de agua hasta obtener, aproximadamente,
250 ml de filtrado. Dejar pasar cada porcién a través del filtro .
antes de anadir otra nueva y si el filtrado no puede completarse
al cabo de una hora, aplicar succion. Si el filtrado esta turbio
afadir de 1 a 2 ml de acido nitrico. Enrasar a 250 ml con agua
destilada y mezclar. Para muestras ccn menos del 5 por 100 de
P,Os diluir a 250 ml y para muestras que contengan mas del
5 por 100 de P,O; dilvir a un voiumen tal que una alicuota de
5 6 10 ml contenga de 2 a 5 mg de P;0s.

16(b) .4.2. Muestras que contienen menos -del 5 por 100 de
P;Os.—Introducir en un matraz aforado de 100 ml una alicuota
de 5 ml de la solucién problema [16(b).4.11 y 5 ml de la solu-
cién patron de fosfato que contenga 2 mg de P,Os. Desarrollar
color como en 18(b).5.1 y determinar la absorbancia correspon-
diente de la misma manera que para las soluciones patrones de
fosfatos 16(b).6.1; ajustando el aparato a cero de absorbancia
con -el patrén de 2 mg. Leer el contenido de P;O5 de la solucién
problema llevando el valor de la absorbancia a la curva patron
[168(b).6.1].

Como series de soluciones problemas, vaciar y rellenar la
célula de referencia con el patrén de 2 mg después de cada
determinacion.

Procedimiento.
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16(b) .4.3. Muestras que contienen mas de 5 por 100 de P;Os.
Tomar alicuola de 5 6 10 ml de la solucién problema (para
que contenga de 2 a 5 mg de PyOg) [16(b) .4.1]1 e introducir en
un matraz aforado de 100 ml sin adicién de solucién patrén de
fosfato y proceder como en 16(b).4.2,

16(b) .5.

16(b).5.1. Preparaciéon de la curva patrén.—Tomar alicuotas
de los siete patrones de fosfato monopotasico [16(b).3.1] (con-
teniendo de 2-5 mg de P»Os/alicuota) en matraces aforados de
100 ml y ‘anadir 45 ml de agua. A continuacién, y dentro de
cinco minutos cuando se trata de series, afiadir 20 ml de mo-=
libdovanadato con una bureta o pipeta, enrasar y mezclar, Dejar
reposar diez minutos. Leer a 400 nm.
Pc;6(b).5.2. Muestras que contienen menos de 5 por 100 de
20s:

Cdlculo.

Porcentaje P;O; en la muestra =
100 (mg de P,Oj; sobre la curva patréon — 2)

20
16(b).5.3. Muestras que contienen mas de 5 por 100 de P,Os:

Porcentaje P;Os5 en la muestra =
100 X mg de PyO;5 sobre la curva patrén

mg de la muestra en la alicuota

16(b) .6. Observaciones.

16(b).6.1. Introducir en matraces aforados de 100 ml alicuo-
tas de 5 ml de las soluciones de fosfato 16(b).3.1 que contenga
2 y 3,5 mg de P,Os/alicuota, respeciivamcente, y desarrollar color
como en 16(b).5.1. Ajustar el aparato poniendo a cero la absor-
bancia con la solucién patrén de 2 mg y determinar la absorban-
cia para la solucién patrén de 3,5 mg (esencial que la absor-
bancia de esta ultima sea practicamnente idéntica al valor que
le corresponde en la curva patron).

16(b) .7.

1. A. O. A C.. «Official Methods of Analysis». Ed. 1970, p4&-
gina 14/20.032.

Referencias.

17(b). FOSFORO SOLUBLE EN AGUA .Y EN CITRATO
AMONICO NEUTRO

(Asimilable) (Colorimetria)
17(b}.1. Principio.

Después de separar el fosforo soluble en agua de la mues-
tra, someter el residuo a una extracciéon con disolucion neutra
de citrato amonico. El fésforo asimilable puede determinarse
en la disolucién obtenida al reunir los extractos acuosos y de
citrato aménico.

No es aplicable a aquellos abonos que después de tratarlos
con la mezcla acida ternaria conserven algo de color o aquellos
que contengan otros iones ademas del ortofosfato que formen
complejos coloreados con el molibdovanadato.

17(b).2. Material y aparatos.

17(b).2.1. Matraces aforados de 500 ml de capacidad.

17(b) 2.2. Matraces aforados dc 200 ml.

17(b) .2.3. Matraces aforados de 250 ml.

17(b) .2.4. Espectrofotémetro o colorimetro capaces para lec-
turas a 400 nin.

17(b).2.5. Placa calefactora.

17(b).3. Reactivos.

17(b).3.1. ‘Soluciones de fosfato monopotasico puro y seco
(a 105° C durante dos horas) que contengan de 0,4 a 1,0 mg de
P,Os/ml con intervalos de 0,1-mg/ml, Preparar seinanalmente
las soluciones de 0,4 a 0,7 mg de P;O3/ml.

17(b) 3.2, Mezcla ‘acida ternaria.—Anadir 20 ml de acido
sulfurico a 100 ml de acido nitrico, mezclar y.afadir 40 ml de
acido perclérico al 70 por 100.

17(b).3.3. Molibdovanadato modificado.—Disolver 40 g de mo-
libdato amoénico en 400 ml de agua caliente y enfriar. Disolver
2 g de metavanadato amonico en 250 m! de agua calicnte, en-
friar y afadir 250 ml de acido percldrico del 70 por 100. Anadir
gradualmente agitando la soluciéon de molibdato a la solucién
de metavanadato y enrasar a 2 litros.

17(b).3.4. Soluciéon de citrato aménico neutro.—Debe tener
un peso especifico de 1,09 a 20° C y un pH igual & 7,0 determi-
nado electrométricamente. ’

‘Disolver 370 g de acido citrico cristalizado en 1,5 litros de
agua y casi neutralizar, atiadiendo 345 ml de hidréxido aménico
(de 28 a 29 por 100 de' NHj3). Si la concentracién de amoniaco
es menor dei 28 por 100 anadir mayor volumen y disolver .el
acido citrico en un volumen mas pequefio de agua. Enfriar y
comprobar el pH. Ajustar a pH =7 con hidroxido amoénico
(1 +7) o con disolucién de acido citrico. Si es preciso diluir
la disolucién hasta que el peso especifico sea de 1,00 a 20°C.
El volumen sera, aproximadamente, de 2 litros.

Conservar en frascos herméticamente cerrados y comprobar
el pH de vez en cuando, reajustandolo si. difiere de 7,0. :

17(b) .4. Procedimiento.

17(b).4.1. Preparaciéon de la solucién.—Poner un gramo de
muestra sobre un papel de filiro de 9 cm de diametro y lavar
por gravedad sobre un matraz aforado de 500 ml con 12 porcio-‘
nes de agua de 10 ml. Dejar que cada porcién pase a través
del filtro antes de afadir mé&s. Dejar escurrir el papel comple-
tamente y después enjuagar el embudo con 10 ml de agua
destilada.

Tratar el residuo insoluble en agua con la solucién de ci-
trato aménico neutro, transfiriendo el filtro y el residuo, dentro
del intervalo de una hora, a un matraz de 200 6 250 ml que
contenga 100 ml de citrato amonico previamente calentado a
65° C. Cerrar herméticamente el matraz con un tapén de goma
blanda, agitar vigorosamente hasta reducir a pulpa el papel
y quitar la presion levantando momentaneamente el tapon. A
continuacién colocar el matraz cerrado en un baiio agitador
a 65° C exactamente y agitar durante una hora (la accién del
aparato debe ser tal que la dispersién de la muestra ha de ser
mantenida continuamente en la solucion de citrato y que esta
solucién bafie continuamente las superficies internas del tapon
y del matraz). Quitar el matraz del aparato y transferir su
contenido al que tiene la fraccién soluble en agua, Enfriar a
temperatura ambiente inmediatamente enrasar y mezclar com-
pletamente y dejar en reposo por lo menos dos horas antes de
tomar la alicuota. o

17(b) .4.2. Muestras que contienen menos del 5 por 100 de
P;Os;.—Tomar una alicuota de 10 ml en un matraz Erlenmeyer
de 125 ml. Afiadir 5 ml de mezcla acida ternaria, agitar el
maltriz con movimiento rotatorio, hervir suavemente durante
quince minutos y digerir a 150-200° C hasta que la solucién quede
con una sal blanca e incolora. Evaporar hasta humos blancos y
continuar calentando durante cinco minutos. Enfriar y afiadir
15 ml de agua y hervir cinco minutos. Trasvasar el contenido
del Erlenmeyer a un matraz aforado de 100 ml, diluir a 50 m),
agitar con movimientos rotatorios y enfriar a temperatura
ambiente. Anadir 5 ml de la soluci¢n patrén de fosfato que con-
tenga 2 mg de PyOs; y 20 ml de la soluciéon de molibdovanadato
modificado. Diluir a 100 y continuar como en 16(b).4.2.

17(b) .4.3. Muestras que contienen mas del 5 por 100 de P,Os.

Introducir en un matraz de 100 ml una alicuota de 5 ¢ 10 ml
de tal forma que dicha alicuota contenga de 2 a 5 mg de PyUs y
digerir la muestra como en 17(b) .4.2.

Continuar como en 17(b).4.2, pero sin afhadir solucién patrén
de fosfato.

17(b).5. Cadlculo. N
17(b).5.1. Preparacién de la curva patrén como en 16(b).5.1,
17(b).5.2. Muestras que contienen menos del 5 por 100 de

P;0O; [como en 16(b).5.21.
17(b).5.3. Muestras que contienen mas del 5 por 100 de P;O;
[como en 16(b).5.3].

17(b) .6.

1. A. O. A. C.: «Official Methods of Analysis-, Ed. 1970, pa-
gina 15/2.046.

Referencias.

22. BORO SOLUBLE EN ACIDO

22.1.

Consiste en pasar el boro a BOsHj el cual puede ser valo-
rado con un alcali fuerte, previa exaltacion de su acidez por
formacién de un ién complejo con una sustancia polihidroxilada

Principio.

(manitol o sorbitol).

222, Material y aparatos.

22.2.1. Balanza analitica.

2222 pH-metro o similar.

22.2.3. Vaso de 250 ml.

22.3. Reactivos.

22.3.1. Solucién patrén de acido borico.

Disolver 1 g de BOgH; en H;O y llevar a 1 litro.
1 ml contendra 0,1748 mg de B.

22.3.2. Solucién patron de NaOH.

Preparar una solucién de concentracién 0,025 N libre de CO,
vy a continuacién se titula de la siguiente manera: Pipetear 25 ml
de la solucién patrén de BOzH; depositandolos en un Erlenme-
ver de 250 ml. Afadir 3 g de CIlNa e indicador rojo de metilo,
diluyéndose con agua destilada hasta 150 ml; calentar hast_a
ebullicién para expulsar el CO;, enfriar y titular potenciomé-
tricamente como en 22.4. Realizar un blanco repitiendo la ti-
tulacion cambiando los 25 ml de la solucién patrén de BO;Hs
por 25 m! de agua. Para determinar la equivalencia en B se
efectuan los siguientes célculos:

mg B/ml = 4,389/l de la solucién de NaOH — ml gastados
en el blanco. .
Esta solucién se debe preservar del CO; atmosférico.
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'22.3.3. Solucion del indicador rojo de metilo.

Disolvér 0,1 mg de rojo de metilo en 50 ml de alcohol, diluir
hasta. 100 ml con agua y filtrar si es necesario.

22.3.4. CIH.

22.3.5. CIH 0,5 N.

22.3.6. CIH 0,02 N. .

22.3.7. Solucién de (NOj3); Pb al 10 por 100.
22.3.8. NaOH 0,5 N. ’

22.3.9. NaOH 0,025 N.

22.3.10. CINa.

22.3.11. Manitol o sorbitol.

22.4. [rocedimiento.

Pesar la muestra con exactitud de 1 mg (22.6.1), depositando
la cantidad de sustancia pesada en un vaso de 250 ml. Afadir,
aproximadamente, 50 ml de HoO y 3 ml de CIH. Calentar a
ebullicién y mantener ésta durante un tiempo suficiente como
para descomponer los carbonatos. Mantener a continuacién la
solucién caliente sin llegar a ebullicién durante el procedimiento
de eliminacién de posibles fosfatos, Afiadir unos 10 ml de solu-
cién de (NO,j), Pb al 10 por 100 6 1 ml por cada 1,2 por 100
de P;Os5 si el contenido de éste se conoce y es superior al 12
por 100. Anadir CO;H Na hasta neutralizar. Seguidamente afia-
dir unas cudntas gotas de rojo de metilo y continuar afiadien-
do CO;H Na hasta conseguir un viraje alcalino del rojo de
metilo (amarillo o ligeramente anaranjado). A continuacién
calentar la mezcla al bafio de Maria durante treinta minutos, afia-
diendo pequeiias cantidades de COsH Na si fuera necesario para
mantener el color (22.8.2). Después de la neutralizacién y el
periodo de calentamiento, tendremos de 40-50 ml de solucion.
Filtrar 1a solucién en caliente, recogiéndola sobre un Erlenme-
yer de 250 ml, lavando el filiro con agua caliente. Se acidifica
con unas cuantas gotas de CIH y calentar brevemente para

_expulsar el CO,. Neutralizar la solucién en caliente con NaOH
0,5 N y acidificar de nuevo con CIH 0,5 N, afiadiendo de 0,3-0,5 ml
de ‘exceso. Diluir a 150 ml, aproximadamente, y calentar de nue-

vo a ebullicién durante unos minutos para expulsar el CO; que’

pueda quedar. Enfriar a temperatura ambiente con agua fria.
Neutralizar la mezcla con NaOH 0,5 N y colocar dentro del vaso
los electrodos.y agitador magnético. :
Comenzar a agitar y ajustar a pH = 6,30 mediante la adicién
de NaOH 0,25 N o CIH 0,02 N y segiin se requiera (22.6.3). Una
vez que el pH se mantenga a 6,30, se procede a efectuar la lec-
tura en la bureta de NaOH 0,25 N; afiadir 20 g de manitol o de
cristales de D-sorbitol y efectuar la valoracién con sosa 0,25 N
hasta obtener nuevamente el pH 6,30 (desconectar el pH-metro
dejando la lectura a 8,30 cuando se afiade el manitol, conec-
tandolo de nuevo cuando el indicador se acerca a su punto final,
continuando ahnadiéndole cuidadosamente soluciéon patrén de
NaOH hasta que la aguja del galvanémetro vuelva a cero). De
esta manera, con practica, se trabaja sin sobrepasar el punto

final de la titulacién. Cuando se alcanza el punto final, se-

efectia de nuevo la lectura de la cantidad de NaOH gastado.
Efectuar un blanco con todos los reactivos a excepcion de la
muestra a analizar.

22.5. Cdlculos.

Calcular el contenido en B aplicando la siguiente féormula:

% B = (ml de NaOH gastados en la determinacién — ml blan-
co) - (mg B/ml de solucién de NaOH)/10 g muestra.

22.8. Observaciones.

22.6.1. Para muestras de hasta 0,45 por 100 dé contenido en B,
pesar 1 g. Para contenidos mas .altos, pesar menos, pero guar-
dando, aproximadamente, esta proporcidn.

22.6.2, Si el color de la soluciéon palidece debido a la pre-
sencia de nitratos, anadir mas rojo de metilo. Por el contrario,
si dicho tolor se oscurece debido a la materia organica, se
aconseja seguir la meutralizacion por medio de la técnica del
indicador externo.

22.6.3. El pH se debe mantener; de no ocurrir asi, seria de-
bido a una expulsién incompleta del CO;.

22.7. Referencias.

1. A. O. A. C.: «Official Methods of Analysis». Ed. 1970, pa-
gina 24/2.103.

23. BORO SOLUBLE EN AGUA
23.1.

Consiste en pasar el boro a BO3Hj,, el daal puede ser valorado
con un alcali fuerte, previa exaltacién de su acidez por forma-
cién de un i6n complejo con una sustancia polihidroxilada (ma-
nitol o sorbitol).

Principio.

23.2. Muaterial y aparatos.

23.2.1, Matraces de 250 ml.

23.2.2. Papel de filtro Whatman numero 40, o similar.
23.2.3. Matraces de 500 ml.

23.2.4. Titulador automatico.

B. O. del E—Num. 207
23.3. Reactivos.
23.3.1, Ba(OH),.
23.3.2. Solucién de Cl;Ba al 10 por 100.
23.3.3. Coadyuvante de {iltraciéon inerte.
23.3.4. Acido clorhidrico (1 + 3).
23.4. Procedimiento.

. " Pesar 2,5 g de muestra y depositarla en un Erlenmeyer de
250 ml. Afadir 125 ml de HO, calentando a ebullicién durante
diez minutos, filtrando a continuacién a través de papel What- -
man numero 40, o papel similar, recogiéndose el filtrado sobre
un Erlenmeyer de 400 ml. Lavar bien el filtro con seis porcio-
nes Hy,O caliente y diluir hasta 200 ml con H;0O. Calentar el
filtrado hasta ebullicién. Afnadir seguidamente 15 ml de solu-
ci6n de ClyBa al 10 por 100 con objeto de precipitar los fosfatos
y sulfatos. Afiadir a continuacién Ba(OH),; en polvo con cuidado
y agitando constantemente hasta conseguir un pH alcalino
(usando como indicador fenolftaleina) y afiadiendo exceso de
Ba(OH),. Calentar a ebullicion durante sesenta minutos o mas
para expulsar el NH; (muestras que tengan fuerte color debido
a la materia organica seran mantenidas en ebullicion durante
un tiempo mas prolongado). Si es necesario, afnadir agua con
objeto de mantener el volumen de 150 ml, :
Afiadir una o dos cucharadas de un coadyuvante de filtra-

cion inerte y filtrar mediante succion a través de pasta de
papel prensado, recogiéndolo sobre umn Erlenmeyer de 500 ml,
Lavar el precipitado con seis porciones H,O hirviendo. Anadir
CIH (1 + 5) hasta decolorar la fenolftaleina -que contenia el
filtrado. Aifadir rojo de metilo y, mediante sucesivas adiciones
de ClH, llevarlo a color rosa. Anadir plato poroso y el agitador,
cubrir con vidrio de reloj y calentar durante cinco minutos a
ebullicion para expulsar el CO,. Enfriar con agua teniendo la
precauciéon de mantenerlo cubierto con el vidrio de reloj.” Lavar
agitador, vidrio de reloj y Erlenmeyer comenzando la titulacién
afiadiendo solucién patrén de NaOH 0,05 N hasta color amarillo
del rojo de metilo (23.3.2). Afadir 20 g de D-manitol y 1 ml o
mas de fenolftaleina, agitar y lavar las paredes del Erlenmeyer.
Efectuar la titulaciéon hasta viraje rosa del indicador. Efectuar
un blanco repitiendo todas- las operaciones efectuadas con la
muestra. '

23.5. Cadlculos.

Calcular el contenido en B aplicando la siguiente férmula:

1 ml de NaOH 06,05 N = 0,000540 g de B =
= 0,00477 g Na;B,O; - 10 H,O

23.6. Referencias.

1. A. O. A. C.: <Official Methods of Analysis». Ed. 1970, pA-
gina 25/2.0186.

24, DETERMINACION DEL MAGNESIO
(Por absorcién atémica)

24.1. Principio.

) .Consiste en solubilizar el Mg de la muestra con diferentes
acidos, segun el tipo.de fertilizante, y se mide su absorcién a
285,2 nm, refiriéndola a la correspondiente curva patrén.

24.2. Material y aparatos.

24.2.1. Matraces aforados de 50, 100 v 1.000 ml de capécidad.
24.2.2. Espectrofotometro de absorcién -atémica.

Longitud de onda: 285,2 nm.
Gases: aire-CoHg.
Rango: 0,2-2 pg/ml.

24.3." Reactivos.

24.3.1. Solucién patrén de. Mg 1.000 pg/ml.—Pesar 1.000 mg
de metal puro Mg, agregar 50 ml de aguea y anadir lentamente
10 ml de CIH. Diluir a un litro.

. 24.3.2. Solucidén de lantano al 5 por 100.—50 g de La por litro
en CIH, aproximadamente, del 5 por 100. Disolver 58,65 g de
%5112%)3 en 250 ml de CIH (1:1) diluyendo a un litro con agua des-’

ilada.

24.3.3. CIH.

2434, CIH 2 N.

24.35. CIHO0,5 N.

24.36. AlH (1:1).

24.3.7. CIO4H al 70 por 100 d = 1,87.°

24.3.8. Acido fluorhidrico.

24.3.9. Metanol.

24.4. Procedimiento.

24.4.1. Materiales inorganicos y mezcla de fertilizantes.

Disolver 1 g de muestra muy bien homogenecizada e introdu-
¢ir en un Erlenmeyer de 150 ml; afiadir 10 ml de CIFH concen-
trado. Evaporar la solucién a casi sequedad por ebullicion. Re-
_disolver el residuo en 20 m} de CIH 2 N, hirviéndolo para su
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disolucién si es necesario. Filtrar a través de papel rapido re-
cogiéndolo en un matraz de 100 ml, lavando el papel de filtro
y el Erlenmeyer con agua. Medir la absorbancia de esta solu-
cion directamente o diluir con CIH 0,5 N para obtener soluciones
que entren dentro del rango del aparato. :

24.4.2, Fertilizantes que contengan materia organica.—Pesar
1 g de muestra y ponerla en una capsula de porcelana; calentar
en la mufla a 500°C durante una hora. Anadir seguidamente
10 ml de CiH y continuar como en 24.4.1.

24.4.3, Fertilizantes que contengan elementos fritados.

Disolver 1 g, o menos, de muestfa bien pulverizada en 5 ml
de CIOH y 5 ml de FH. Evaporar a ebullicién hasta desapari-
ciéon de los humos densos del ClIO;H. Diluir cuidadosamente con
H,0, filtrar y proceder como en 24.4.1. Alternativamente se di-
suelve la muestra en 10 ml de ClH, 5 ml de FH y 10 ml .de meta-
nol. Evaporar a sequedad. Anadir 5 ml de CIH y volver a eva-
porar. Repetir la adicion de CIH y la subsiguiente evaporacién.
‘Disolver el residuo como en 24.4.1,

24.4.4. Determinacién. — (E1 P puede interferir al Mg con
llama de aire CyH,. Se elimina la interferencia por adicion de
la solucién de lantano a las soluciones preparadas a partir de
la muestra y a las soluciones patrones, de manera que las dilu-
ciones finales contengan, al menos, 1 por 100 de La).

Ajustar las condiciones 6ptimas del aparato. Se puede utili-
zar para evitar diluciones una linea secundaria menos sensible.
Leer, por lo menos, cuatro puntos de la curva de calibrado des-
pués de medir cada grupo de 6-12 muestras,

Restablecer el cero con agua cada vez que sea necesario. Se
debe efectuar una curva de calilbrado antes y después de
efectuar la medida de cada grupo de muestras. Dibujandose la
curva de calibrado con. absorciones contra concentraciones ex-
presadas en pg/ml. | '

24,5. Cadlculos.

Porcentaje de elemento = (pg/mb x (F/peso de la muestra - 104
Siendo F = ml de la dilucién original.
x ml de la dilucién final/ml de la alicuota tomada.

Esta férmula se utilizara cuando el volumen original de
100 ml se diluya.
24.6. Referencias.

1. A.O. A. C.. «Official Methods of Analysis». Ed. 1970, pa-
gina 24/2.097, '

25. AZUFRE LIBRE’
25.1. Principio.

Extraccion del azufre con sulfuro de carbono, oxidacion del
azufre o sulfato y posterior precipitacion del sulfato mediante
cloruro barico.

25.2. Material y aparatos.

25.2.1. Vaso de 250 ml,

25.2.2. Exlractor-tipo Soxhlet.

25.2.3. Horno eléctrico regulable.

25.2.4. Bano de agua. R

25.2.5. Papel Whatman numero 42 o similar o filfro Gooch.

25.3. Reactivos.

25.3.1. Sulfuro de carbono.

25.3.2. Solucién saturada de bromo en tetracloruro de car-
bono. . .

25.3.3. Acido nitrico concentrado.

25.3.4. Acido clorhidrico concentrado.

25.3.5. Acido clorhidrico al 2 por 100.

25.3.6. Solucién de azul de bromofenol.—Disolver 0,1 g de

azul de bromofenol en 1,5 ml de hidroxido sédico 0,1 N y diluir
a 25 ml con agua destilada. .

25.3.7. Hidréoxido amoénico: concentrado.

25.3.8. Solucion de cloruro de bario al 10 por 100.—Dijsolver
100 g de Ba Cl3.2H,O en 900 ml de agua destilada. Filtrar a
través de papel Whatman numero 42 o equivalente.

25.4. Procedimiento.

Extraer 1 g de muesira con sulluro de carbono en el ex-
iractor Soxhlet y dejar drenar el cartucho al menos doce
veces. Transferir el éextracto a un vaso de 250 m! y evaporar
el sulfuro de carbono en corriente de aire a temperatura am-
biente. Calentar en estufa durante veinte minutos a 60-70°C y
dejar enfriar a temperatura ambiente; una vez frio, anadir
10 ml de la solucion 25.3.2 y dejar tapado durante veinte mi-
nutos, agitando varias veces. Afadir 15 ml de 4acido nitrico y
dejar tapado de nuevo durante treinta minutos, volviendo a
agitar suavemente. Evaporar en bafio de agua hirviendo hasta
reducir el volumen aproximadamente a 5 ml, aifladir 20 ml de
acido clorhidrico y evaporar igualmente hasta reducir el vo-
lumen 4 5 ml. Afadir 50 ml de agua, filtrar y lavar el filtro
con acido clorhidrico al 2 por 100. Afadir al filtrado dos gotas
de azul de bromofenol y después hidréxido aménico hasta el

primer cambio de color. Anadir lentamente acido clorhidrico
hasta reaccién netamente acida mas cinco gotas en exceso; di-
luir a 150 ml con agua, calentar a ebullicion y afiadir lenta-
mente gota a gota la solucién 25.3.8 aproximadamente hasta el
50 por 100 de exceso, Tapar el vaso y ponerlo al bafio de agua
hirviendo durante una hora como minimo, enfriar a la tempe-
ratura ambiente y filtrar a través de papel de filtro Whatman
numero 42 o equivalente o de un filtro Gooch previamente de-
secado por calcinacién a 800° C, al menos, durante veinte mi-
nutos. Lavar diez veces el filtro con agua caliente, desecar y
calcinar a 800° C hasta péso constante.

255. Cdlculo.

Calcular el contenido del azufre enh tanto por ciento.

P = peso, en g, de las cenizas.

P’ = peso, en g, de la muestra.
P - 0,1374
Azufre (%) = ——  — x 100
PI
25.6. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists. <Official
Methods of Analysiss, 1975, 2.149, pag. 29.

26. AZUFRE TOTAL
26.1. Principio.

Oxidacion del azufre o sulfato y posterior precipitacién del
sulfato con cloruro barico. ’

28.2. Material y aparatos.

26.2.1. Vaso de 250 ml. ’ -

26.2.2. Papel Whatman numero 42 o similar o filtro Gooch.
26.2,3. Bafio de agua.

26.2.4. Horno eléctrico regulable.

26.3. Reactivos.

26.3.1. Solucién de cloruro de bario al 10 por 100.—Disolver
100 g de Ba Cl;-2H;O en 900 ml de agua destilada. Filtrar a tra-
vés de papel Whatman numero 42 o equivalente.

26.3.2. Solucion de bromo al 10 por 100.—Disolver 10 g de
bromo en 80 g de tetracloruro de carbono y agitar hasta homo-
geneidad. Guardar en frasco con tapén de vidrio.

28.3.3. Acido nitrico concentrado.

26.3.4. Acido clorhidrico concentrado.

26.3.5. Solucién de nitrato de plata al 1 por 100.

26.4. Procedimiento.

26.4.1. Preparacién de la muestra.—Pesar una cantidad de

muestra que contenga entre 50-150 mg de azufre y colocarla
dentro de un vaso de 250 ml de capacidad. A continuacién afa-
dir 20 ml de la solucién 28.3.2. Mezclar, agitando el vaso a in-
tervalos de cinco minutos, durante media hora. Afadir 15 ml de
acido nitrico y mezclar de la misma forma que anteriormente.
Evaporar en bafio de agua hirviendo hasta reducir el volumen
a 1-2 ml. Anadir 15 ml de acido clorhidrico y 10 ml de H;O y
evaporar hasta sequedad en bafio de agua, Anadir 10 ml de
acido clorhidrico y 50 ml de H,O, calentarlo hasta ebullicion
7 hervir durante cinco minutos, a continuacion filtrar a través
de papel Whatman numero 42 o equivalente. Lavar el papel
con 20 ml de agua caliente, efectuando esta operacién diez
veces. .

".26.4.2. Determinacién.—A partir del filtrado obtenido segiin
26.4.1, calentar hasta ebullicién y anadir 5-6 gotas de la solu-
cion 26.3.1. Pasado un minuto, afiadir lentamente una cantidad
de la solucién 26.3.1, equivalente al contenido supuesto de azu-
fre (1 ml = 0,014 g de S), mas 5 ml en exceso. Llevar a ebulli-
cién suave durante una hora; pasado este tiempo, retirar y de-
jar reposar durante quince-veinte minutos hasta la sedimenta-
cidon del precipitado, a continuacién filtrar a través de un filtro
de Gooch, previamente desecado por ignicién y tarado, o papel
Whatman numero 42 o equivalente. Lavar con agua caliente
hasta que 10 ml del filtrado no precipite al afiadir 3 ml de ni-
trato de plata al 1 por 100. A continuacion desecar e incinerar
a 800° C hasta peso constante.

26.5. Cdlculo.

Calcular el contenido en azufre en tanto por ciento.
P = peso, en g, de las cenizas.

P’ = peso, en g, de la muestra.
P-0,1374
Azufre (%) = —— X 100
PI
28.8. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists. «Official
Methods of Analysis 1075, 2.148, pag. 39.
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27. AZUFRE DE SULFATOS
27.1. Principio.

Solubilizacién del sulfato en medio &cide, y precipitacion
con cloruro barico. Aplicacién a fertilizantes compuestos, sul-
fato potasico y sulfato kmagnésico.

27.2. Material y aparatos.

27.2.1. Vasos de 250 ml.

27.2.2. Papel Whatman numero 42, o similar, o filtro Gooch.
27.2.3. Bafio de agua.

27.2.4. Horno eléctrico regulable.

27.3. Reactivos.

27.3.1. 'Solucion de cloruro de bario al 10 por 100.—Disolver
100 g de Ba Cl,.2H2O en 900 ml de agua destilada. Filtrar a
través de papel Albet numero -242 o equivalente.

27.3.2. Acido clorhidrico concentrado.

27.3.3. Solucién de nitrato de plata al 1 por 100,

27.4. Procedimiento.

27.4.1, Preparacién de la muestra.—Pesar con exactitud de

0,1 mg una caniidad de muestra que contenga 0,1 a 0,2 g de SQ, ,
pasar a un vaso de 250 ml y afiadir 25 ml de acido clorhidrico
concentrado y 50 ml de H;O. Hervir durante diez minutos.

A continuacién, filtrar a través de papel Whatman numero 42
0 equivalente. Lavar con unas diez porciones de 10 ml de agua
caliente.

27,42, Determinacién.—El tiltrado obtenido se calienta hasta
ebullicion y se afaden cinco-seis gotas de solucién 27.3.1. Pa-
sado un minuto afadir lentamente una cantidad de solucién
27.3.1, equivalente al contenido supuesto de azufre (1 ml _0,042 g

de SO4 ) mas 5 ml en exceso. Llevar a ebullicién suave durante
una hora, pasado este tiempo retirar y dejar reposar durante
quince-veinte minutos hasta la sedimentacién del precipitado,
a continuacién filtrar a través de un filtro Gooch, previamente
desecado por calcinacién y tarado. o papel Albet numero 242 -0
equivalente. Lavar con agua caliente hasta que 10 ml de filtra-
do no precipiten al afiadirle 3 ml de la solucién 27.3.3. A con-
tinuacién, desecar y calcinar a 800° C hasta peso constante.

27.5. Cadlculo.

Calcular el contenido en azufre o sulfato en tanto por ciento.
P = peso, en g, de las cenizas.

P’ = peso, en g, de la muestra.
- P - 0,4115 . 100
% SOy = — —_—
P«
P.0,1374 . 100
%S = ———

PI
27.8. Referencias. -

1. Association of Official Agricultural Chemists. <Official
Methods of Analysis 1975, 2.148, pag. 29.

28. CLORUROS
(Solubles en agua)
28.1. Principio.

Solubilizacién de los cloruros en agua y subsiguiente valo-
racién con nitrato de plata en presencia de cromato potasico.

28.2. Material y aparatos.

26.2.1. Material necesario para filtracién.

28.2.2, Matraz aforado de 250 ml de capacidad.
28.2.3. Vaso de precipitados de 150 ml de capacidad.
28.2.4. Material necesario para volumetria.

28.3. Reactivos.

28.3.1. Solucién de nitrato de plata.—Disolver 5 g de ni-
trato de plate recristalizado y enrasar con agua a 1.000 ml.
Titular dicha solucién .con cloruro sddico, de manera que 1 ml
de la solucién de nitrato de plata equivalga a 0,001 g de cloro.

_28.3.2. Indicador de cromato potasico al 5 por 100 (p/v).—
Disolver 5 g de cromato potasico en 100 ml de agua.
28.4. Procedimiento.

Pesar 2,5 g de muestra y ponerla sobre un papel de filfro
de 11 cm, lavar a continuacién con sucesivas porciones de agua
hirviendo hasta su completo lavado; aproximadamente se em-
plean unos 250 ml de agua.

Recoger el filtrado sobre un

l metiraz aforado de 250 ml,
enfriar y enrasar con agua. :

Tomar 50 ml de filtrado y llevarlos a un vaso de precipita-
dos de 150 ml de capacidad, afadir 1 ml indicador de croma-*
' to potasico al 5 por 100 (p/v), ajustar el pH entre 6 y 7 y-
valorer con la solucién de nitrato de plata (28.3.1.) hasta
color rojo constante de cromato de plata.

28.5. Cdleculos.
Calcular el contenido en cloro expresado en gramos:
Cl~ en g = V 0,001,

_ Siendo:
V = volumen en ml gastados de la solucién de nitrato de
plata.
28.6. Referencias.

1. Association of Official Analytical Chemists. «Qfficial Me-
thods of Analysis». Ed. 1975. 39, pag. 24,

28. CINC
29.1,

Solubilizar el Zn de la muestra con diferentes acidos, segun
el tipo de fertilizante, y me.ir su absorcién a 213,8 nm, refirién-
dola a la correspondiente curva patrén.

Principio.

29.2.

29.2.1. Vaso de precigitado de 150 ml de capacidad.
29.2.2. Matraces aforados de 100 y 1.000 ml de capacidad.
29.2.3. Espectrofotometro de absorcién atémica.

Longitud de onda: 213,8 nm.
Gases: aire-acetileno.
Rango: 0,5-5 ppin.

Material vy aparatos.

28.2.4. Capsula o crisol de platino.
28.2.5. Capsula o crisol de porcelana.
29.3. Reactivos.

20.3.1. Solucién patrén de cinc de 1.000 ppm.—Disolver en
10 m] de acido clorhidrico 8 N, 1.000 g de cinc metal y llevar
a 1,000 m} con agua destilada.

20.3.2. Acido clorhidrico.

29.3.3. Acido clorhidrico 6 N,

20.3.4. Acido clorhidrico 2 N.

29.3.5. Acido clorhidrieo 0,5 N.

20.3.6. Acido fluorhidrico.

29.3.7. Acido perclérico.

29.3.8. Metanol.

29.4. Procedimiento.

29.4.1. Materiales indrganicos y fertilizantes compuestos.—

Disolver 1 g de muestra bien molida en 10 ml de acido clorhidri-
co utilizando un vaso de precipitado de 150 ml. Someter a ebu-
llicién hasta casi sequedad, sin dejar que la evaporacién sea
comp:cta. Redisolver el residuo en 20 ml de acido clorhidrico 2 N
calentando a ebullicién si es necesario. Filtrar, a través de pa-
pel de filtrado rapido, sobre un matraz de 100 ml, lavando com-
pletamente el papel v el residuo con agua destilada. Medir la
absorcién de la disolucién directamente, o en caso necesario di-
luir con #cido clorhidrico 0,5 N hasta conseguir una solucién
dentro del rango de la curva de calibrado.

29.4.2. Fertilizantes conteniendo materia organica.—Pesar 1 I3
de muestra en una capsula de porcelana y calentar en una
mufla en corriente de aire durante una hora a 300° C; romper
la pasta y disolver en 10 ml de acido clorhidrico como en 29.4.1,

29.4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelementos,—
Disolver 1 g de muesira bien molida en 5 ml de acido perclorico
y 5 ml ae acido fluorhidrico. Calentar a ebullicién hasta apa-
ricion de humos densos de &cido perclérico, diluir cuidadosa-
mente con agua destilada, filtrar y proceder como en 29.4.1,

Alternativamente también se puede disolver la muestra en
10 ml de acido clorhidrico, 5 ml de acido fluorhidrico y 10 ml
de metanol. Evaporar a secuedad. Afiadir 5 ml de acido clorhi-
drico y evaporar. Repetir la adicién de acido clorhidrico y la
evaporacién. Disolver el residuo como en 29.4.1.

20.5. Cadlculos. -

L.F
% Zn = - 104
Siendo: ~
L = valor, en ppm, obtenido en la curva patrén.
P = peso, en g, de la muestra. :
¢/ F = ml de la dilucién original x ml de la dilucién final/ml
de ‘alicuota. Este factor se aplicara en caso de que se
diluya el volumen original de 100 ml.
29.6. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists. Ed. 1975, pa-
ginas 22-23, -
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30. COBRE

30.1. Principio.

Solubilizar el Cu de la muestra con diferentes écidos, segan
el tipo de fertilizante, y medir su absorcién a 324,7 nm refirién-
dola a la correspondiente curva patrén.

30.2. Materia.l y qparatos.
30.2.1, Vaso de precipitado de 150 ml de capeacidad. -
30.2.2. Matraces aforados de 100 y 1.000 ml de capacidad.

30.2.3. Espectrofotometro de absorcién atémica.

Longitud de onda: 324,7 nm.
Gases: aire-acetileno.
Rango: 2-20 ppm.

Capsula o crisol de plaﬁnb.

30.2.4.

30.2.5. Capsula o crisol de porcelana.

30.3. Reactivos.

30.3.1, Solucién patrén de cobre de 1.000 ppm.—Disolver en

1a minima cantidad posible de acido nitrico ccncenlrado 1,000 g
de cobre metal y afiadir 5 ml de acido clorhidrico concentraz
Evaporar sin llegar a total sequedad y diluir & 1.000 mi coD
fcido clorhidrico 0,1 N

30.3.2. Acido clorhidrico.

30.3.3. Acido nitrico.

30.3.4. Acido clorhidrico 2 N.

30.3.5. Acido clorhidrico 0,1 N,

30.3.6. Acido clorhidrico 0,5 N.

30.3.7. Acido fluorhidrico.

30.3.8. Acido perclérico.

30.3.9. Metanol.

30.4. Procedimiento.

30.4.1. - Materiales inorganicos y fertilizantes compuestos

(como en 29.4.1).

30.4.2. Fertilizantes conteniendc materia organica (como en
129.4.2). ’ .
30.4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelementos
(como cn 29.4.3).
30.5. Cadlculos. .
L-F
% Cu = - 10—4
Siendo: -
L = ppm leidos en la curva patrén.
P = peso, en g, de la muestra.
F = ml de la-dilucién original X ml de la dilucién fi-
nal/ml de alicuota. Este factor se aplicara en caso de
que se diluya el volumen original de 100 ml.
30.6. Referencias. '

1. Association of Official Agrlcultural Chemists. 49 Ed. 1975,
paginas 22-23.
31, SODIO
31.1. Principio.

Determinacién del sodio por fotometria de llama.

a31.2. Material vy aparatos.

31.2.1. Fotémetro de llama y accesorios.

31.2.2. Matraces aforados de 100, 250, 500 y 1.000 ml de ca-
pacidad. :

31.3. Reactivos.

31.3.1. Solucién de oxalato amodnico.—Afiadir a 40 g de oxa- -

lato amoénico agua destilada hasta 1.000 ml y disolver.
31.3.2. Indicador rojo de metilo.—Disolver 0,2 g de rojo de
metilo en 100 ml de alcohol.

31.3.3, -Cloruro sodico.—Desecar durante dos horas a 105° C.
31.3.4. Acido nitrico al 1 por 100 (v/v).

31.4. Proced;mlento

31.4.1. Preparacmn de la solucién de la muestra de fertili--

zantes compuestos sulfato magnésico y sulfato potasico.
Pesar 2,5 g de muestra (para contenidos menores del 4 por 100

en sodio) o 1,25 g (para contenidos entre 4-20 por 100). Intro-.

ducirla en un matraz aforado de 150 ml de capacidad, anadir
125 ml de agua y 50 ml de la solucién 31.3.1; llevar a continua-
ci6én a eébullicién durante treinta minutos, dejar enfriar y en-
rasar con agua, agitar y filtrar. Transferir a continuacién 25 ml
(para contenidos menores del 4 por 100 en sodio) o 10 ml (para
contenidos comprendidos entre 4 y 20 por 100 en sodio) de dicha
soluciéon a un matraz aforado de 250 ml de capacidad, enrasar
con agua y agitar. Medir a continuacién refiriendo la lectura a
la curva patron 31.4.2.1 6 31.4.2.2, representadas en emlslbn y
contentraciones.

31.4.2, Preparacion de la curva patrén.

314.2.1. Solucién patrén para muestras con contenidos igual
0 superiores al 1 por 100 en sodio.—Disolver 1,2716 g de -cloruro
sédico en agua y enrasar a 500 ml; esta solucién corresponde
a 1.000 ppm de sodio. Tomar alicuotas de-la solucién patrén
de manera que cubran un rango comprendido entre 0 y 40 ppm
con intervalos de 5 ppm.

31.4.2.2. Solucién patrén para muestras con contenidos infe-
riores al 1 por 100 de sodio.—Proceder como en 31.4.2.1, pero
cubriendo un rango comprendido entre 0 y 10 ppm con inter-
valos de 2 ppm.

31.5. Cidlculo.
Calcular el contenidc en tanto por ciento de sodio.

31.5.1. Para muestras con contenidos comprendidos entre 0 y
4 por 100 en sodio.

% Na =
. ' 10

A = valor obtenido en la curva patrén expresado en pbm

31.5.2. Para muestras con contenidos comprendidos entre 4
¥ 20 por 100 en sodio.

% Nea =

2
B = valgor obtenido en la curvé. patrén expresado en ppm.
31.8. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists. -«Official

Methods of Analysis». 1975. 50. 2.134, pag. 29.

“32. HIERRO -

32.1. Principio.

Solubilizar el Fe de la muestra con diferentes acidos, segun
el tipo de fertilizante, y medir su absorcién & 248,3 nm, refi-
riéndola a la correspondlente curva patrén.

32.2,

32.2.1. Vaso de precipitado de 150 ml de capacidad,
32.2.2, Matraz aforado de 100 ml de-capacidad,
32.2.3. Espectrofotémetro de absorcién atémica.

Longitud de onda: 248,3 nm.
Gases: aire-acetileno.
Rango: 2-20 ppm,

Material y aparatos.’

32.2.4. - Capsula o crisol de platino.

32.2.5. Capsula o crisol de porcelana.

32.3. Reactivos.

32.3.1. Solucién patron de Fe de 1.000 ppm.—Disolver calen-

tando a ebuilicion 1. 000 g de Fe puro en 30 ml de CIH G N, agre-
gado en sucesivas proporciones. Diluir hasta 1.000 ml con H,O
destilada. Diluir con CIH 0,5 N preparande cuatro patrones, a.
menos, centro del rango de deteccién.

32.3.2. Acido clorhidrico.
32.2.3. Acido clorhidrico 6 N.
32.3.4. Acido clorhidrico 2 N.
32.3.5. Acido clorhidrico 0,5 N.
32.3.6. Acido fluorhidrico.
32.3.7. Acido perclérico.

32.3.8. Metanol.

32.4, Procedimiento.

32.4.1. Materiales
(como en 29.4.1). .

32.4.2. Fertilizantes conteniendo materia organica
en 20.4.2),

inorganicos y fertilizantes compuesto:

(come

32.4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelemento:
.(como en 29.4.3),
32.5. Cadlculas.
‘ L-F
, % Fe = ~ . 104
P -

Siendo:

L = ppm leidos en la curva patrén.

P = peso, en g, de la muestra.

F = ml de la dilucién original X ml de la dilucién final/m!
de alicuota. Este factor se aplicara en .caso de que st
diluya el volumen original de 100 ml.

32.6. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists. «Official

Methods of Analysis». Ed. 1975. 42, pags.  22-23.
(Continuard.)
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I. Disposiciones generales

PRESIDENCIA DEL GOBIERNO

21118

ORDEN de 31 de julio de 1979 por la que se esta-
blecen métodos oficiales de andlisis de aceites y
{Conclusién.) grasas, productos cdrnicos, cereales y derivados,
fertilizantes, productos fitosanitarios, productos

ldacteos, piensos, aguas y productos derivados de
- la uva. (Conclusion.) ' .

Excelentisimos sefiores.

Por Ordenes de 30 de noviembre de 1878 (<Boletin Oficial
del Estado» de 4 de enero de 1977) y de 31 de enero de 1977
(«Boletin Oficial del Estado» de 14 de julio) se establecieron
diversos métodos oficiales de analisis, contemplando en el
apartado segundo la posibilidad de su ampliacion a medida
que los correspondientes grupos de trabajo avancen en el es-
tudio de nuevos métodos. Por otra parte, el continuo progreso
de las técnitas de analisis aconsejan la revisién periédica de
estos métodos modificandolos, completandolos o sustituyéndolos,

En consecuencia, a propuesta de los Ministros de Defensa,
de Hacienda, de Administracion Territorial, de Sanidad y Se-
guridad Social, de Industria y Energia, de Comercio y Turis-
mo y de Agricultura, esta Presidencia del Gobierno dispone:

Primero.—Se aprueban como oficiaies los métodos de anali-
sis de aceites'y grasas, productos céarnicos, cereales y derivados,
fertilizantes, productos fitosanitarios, productos lacteos, piensos,
aguas y productos derivados de la uva, que se citan respectiva-
mente en los anejos del I al IX.

Segundo.—Cuando no existan métodos oficiales para deter-
minados anéalisis y hasta que sean estudiados por el grupo de-
trabajo correspondiente, podran ser utilizados los adoptados
por Organismos nacionales o internacionales de reconocida
solvencia.

Tercero.—Quedan dercgadas las disposiciones de igual‘ o
inferior rango que se opongan a la presente Orden.

Cuarto.—La presente disposicién entrara en vigor a lbs trein-
ta dias de su publicacién en el «Boletin Oficial del Estados.

Lo que comunico a VV. EE.
Madrid, 31 de julio de 1978.

7PEREZ~LL0RCA Y RODRIGO

Excmos. Sres. Ministros de Defensa, de Industria y Energia,
de Hacienda, de Comercio y Turismo, de Administracion
Territorial, de Sanidad y Seguridad Social y de Agricultura.

33. MANGANESO

33.1. Principio.

Solubilizar el Mn de la muestra con diferentes acidos, segfm
el tipo de fertilizante, y medir su absorcién a.279,5 nm, refi-
riéndola a-la correspondiente curva patron.

33.2. Matérial y aparatos.

33.2.1. Vaso de precipitado de 150 ml de capacidad.
33.2.2. Matraces aforados de 100 y 1.000 ml de capacidad.
33.2.3. Espectrofotometro de absorcion atémica.

Longitud de onda: 279,5 nm.
Gases: aire-acetileno,
Rango: 2-20 ppm.

33.2.4. Capsula o crisol de platino.

33.2.5. Capsula o crisol de porcelana.

33.3. ‘Reactivos.

33.3.1. Solucién patron de manganeso de 1,000 ppm.—Disolver

en 30 ml de acido. clorhidrico &N, 1,582 g de bioxido de manga-
neso, llevar a ebullicién hasta evaporacién del acido clorhidrico
Y enrasar a 1.000 ml con agua destilada.

33.4. Procedimiento.

S

33.4.1. Materiales inorganicos y fertilizantes compuestos (co-
mo en 29.4.1). .
33.;1.2; Fertilizantes conteniendo materia organica (como en
29.4.2). ’ :
33.4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelementos
|- (como en 29.4.3),

33.5. Cadlculos.

% Mn =

Siendo: -

L = ppm leidos en la curva patron.

P = peso, en g, de la muestra.

F = ml de la dilucién original x ml de la dilucién final/ml de
alicuota. Este factor se aplicar4a en caso de que se di-
luya el volumen original de 100 ml. .

33.6. Referencias.

1. -Association of Official Agricultural Chemists. «Official
Methods of Analysis». Ed. 1975. 42, pags. 22-23.

34(a). CALCIC SOLUBLE EN ACIDO
(Volumetria) ' '

34(a).1. Principio.

Sg determina el calqio soluble en acido-nitrico y clorhidrico,
mediante una valoracion del oxalato calcico formado, con per-
mangariato potasico.

Aplicable a concentraciones superiores al 0,1 por 100.
34(a).2. Material ¥ aparatos.

34(a).2.1. Matraces aforados de 250 ml.

34(a).2.2. Vasos de precipitado de 250 ml.

34(a).2.3. Papel de filtro cuantitativo o crisoles Gooch.
34(a).2.4. Bureta de 25 ml.

34(a).3. Reactivos.

34(a).3.1. _ Acido nitrico.

34(a).3.2. Acido clorhidrico. .

34(a).3.3. Solucién indicador azul de bromofenol.—Mezclar
0,1 g de azul de bromofenol con 1,5 ml de hidréxidé sédico 0,1 N
y diluir a 25 ml. ’

34(a).3.4. Amoniaco diluido (1:4). (v/v),

34(a).3.5. Acido clorhidrico diluido (1:4) (v/v),

34(a).3.8. Solucion saturada de oxalato amoénico.

34(a).3.7. Acido sulfarico.

34(a).3.8. Soluciéon valorada de permanganato potasico 0,1 N.
34(a).3.9. Amoniaco diluido (1:50) (v/v), 4

34(a).4. Procedimiento.

Pesar 2,50 g de muestra y pasarlos a un matraz aforado de
250 ml, anadir 30 ml de acido nitrico y 10 ml de acido clor-
hidrico y hervir treinta minutos. Enfriar, diluir, aforar y filtrar
si es necesario. Llevar 25 ml de la solucién a un vaso y diluir
a 100 ml. Afadir dos gotas de azul de bromofenol. Afadir so-
lucién de amoniaco diluido (1 : 4) hasta que el indicador cambie

“del amarillo al verde (no al azul). Si- s¢ ha sobrepasado este
punto, retroceder con clorhidrico (1.:4) (pH 3,5 a 4,0). Diluir a
150 ml, llevar a ebullicién y afiadir 30 ml de solucién saturada
caliente de oxalato amoénico, lentamente y con agitacién cons-
tante. Si el color cambia del verde al azul o al amarillo de
nuevo, ajustar al verde con &cido clorhidrico (1:4). Si pasa al
amarillo, ajustar con amoniaco diluido (1/4) al verde. Digerir
en bafio de agua durante una hora, o dejar toda la noche y en-
friar a temperatura ambiente, Filtrar el liquido sobrenadante
a través del papel cuantitativo o crisol Gooch o filtro de vidrio
fritado y lavar el precipitado con amoniaco diluido (1:50).

Colocar el papel o el crisol con el precipitado, en el vaso
original y afadir una mezcla de 125 ml de agua y 5 ml de
acido sulfdrico. Calentar a unos 70°C y valorar con solucién
de permanganato potasico 0,1 N, hasta persistencia de color

33.3.2. Acido clorhidrico.
33.3.3,. Acido clorhidrico 6 N.
33.3.4. Acido clorhidrico 2 N.
33.3.5. Acido clorhfdrico 0,5.N.
33.3.6. Acido fluorhidrico.
33.3.7. Acido perclérico.

33.3.8. Metanol,

rosa débil. Corregir con un blanco y calcular como calcio:
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.34.(a).5. Cdlculo. ANEJO V
V:-N-20 METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS FITOSANITARIOS
% Ca = — METODOS FISICOS
Siendo: « 1 ESTABILIDAD DE UNA EMULSION

V = volumen, en ml, de la solucién de permanganato potasico
consumidos. :

N = normalidad del permanganato potasico.

P = peso, en g, de muestra.

34(a).8. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists.
Methods of Analysis». 1975. 40, pag. 24.

«Official

34(b). CALCIO SOLUBLE EN ACIDO

(Absorcion atdémical

34(b).1.

Se determina el calcio soluble en &cido, por absorcién até-
mica en disoluciones al 1 por 100 de lantano y &cido clorhidri-
co 0,5 N.

34(b).2.

34(b).2.1. Vasos de precipitado de 150 ml.
34(b).2.2. Matraces aforados de 25, 250 y 1.000 ml.
34(b).2.3. Espectrofotémetro de absorcién atémica.

Longitud de onda: 422,7 nm.
Gases: aire-acetileno.
Rango: 2-20 ppm.

34(b).2.4. Capsula o crisol de platino.
34(b).2.5. Céapsula o crisol de porcelana.

34(b).3. Reactivos.

34(b).3.1. Solucién patréon de 25 ppm de calcio.—Disolver
1,249 g de carbonato célcico en la minima cantidad de acido
clorhidrico 3 N. Diluir a 1 litro. Tomar 50 ml de esta solucién
y diluir a 1 litro.

34(b).3.2. Solucién de lantano (50 g Lasl).—Disclver 58,65
gramos de 6xido de lantano en 250 ml de acido clorhidrico, afna-
diendo el acido lentamente. Diluir a 1 litro.

Principio.

Material y aparatos.

34(b).3.3. Acido nitrico.

34(b).3.4. Acido clorhidrico.
34(b).3.5. Acido clorhidrico 0,5 N.
34(b).3.8. Acido clorhidrico 2 N.
34(b) .3.7. Acido fluorhidrico.
34(b).3.8. Acido perclérico.
34(b}.3.9. Metanol. :

34(b) 4. Procedimiento.

34(b) .4.1. Materiales inorganicos y fertilizantes compuestos.
Pesar 2,50 g de muestra en un matraz eforado de 250 ml, afiadir
30 ml de Acido nitrico y 10 ml de acido clorhidrico y hervir
durante treinta minutos. Enfriar, diluir & volumen, mezclar
y filtrar si es necesario. Medir la absorcion de la disolucién
filtrada, previamente diluida con &cido clorhidrico 0,5 N, hasta
conseguir una solucién dentro del rango de la curva de cali-
brado, habiendo afadido la cantidad de solucién de lantano
para hacer la solucidn final al 1 por 100 en lantano.

34(b) 4.2. Fertilizantes conteniendo materia organica.—~Como
en 29.4.2, pero afiadiendo la cantidad de solucién de lantano
necesaria para obtener una solucién final al 1 por 100.

34(b).4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelemen-
tos.—Como en 20.4.3, pero afadiendo lantano como se indica
en el parrafo anterior.

34(b).4.4. Preparaciéon de la curva patrén.—Tomar 0,5, 10, 15
y 20 ml de la solucién patrén de calcio 134(b).3.1]1 y pasarlos a
matraces aforados de 25 ml. Afadir a cada uno 5 ml de solucién
patrén de lantano [34(b).3.2] y diluir a 25 ml. Estas soluciones
gonLtienen, respectivamente, 0,5, 10, 15 y 20 ppm de Ca y 1 por 100

e La.

34(b).5. Cdlculos. *

L-107¢
% Ca = —— ' F
P

Siendo:

L = valor en j:pfn obtenido en la curva patrén.
m! de la disolucién original X ml de la disolucién final

, m] de alicuota
P = peso,en g, de muestra.

34(b).6. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists.
Methods of Analysis». 1975. 40, pdg. 24.

«Official

(Dilucién 5 por 100 v/Vv)

1.1. Principio.

La estabilidad de wuna emulsion obtenida dispersando el
concentrado emulsionable en agua patrén se estima por el
volumen de aceite o de crema que se separa cuando se man-

. tiene la emulsién en reposo durante veinticuatro horas. Tam-

bién se determina la capacidad de reemulsién del sistema al
cabo de veinticuatro horas. .

El procedimiento descrito en este método es de aplicacién
a cualquier concentrado emulsionable que dé lugar al diluirlo
con agua a emulsiones del tipo aceite en agua.

1.2. Maierial y aparatos.

1.2.1. Probeta graduada de 100 ml con tapdn de vidrio. El
volumen entre la marca de los 100 ml y el fondo del tapén
no debe ser mayor de 40 ml ni menor de 35 ml (1.5.1),

1.2.2, Bafio de agua de dimensiones adecuadas para per-
mitir la inmersién hasta el cuello en posicién vertical, de va-
rias probetas graduadas de 100 ml y con temperatura man-
tenida a 30 * 1° C (1.5.2), ) .

1.2.3. Lampara ajustable (1.5.6).

1.2.4. Probetas graduadas de 5 ml.

1.3. Reactivos.

1.3.1. Agua patron.-—342 ppm dé dureza. pH = 35 a 7
Ca/Mg = 80/20 (p/p) (3.6.1).

1.3.1.1. Carbonato calcico, con una riqueza no menor del
99 por 1C00; calentar durante dos horas a 400° C antes de pesar.
1.3.1.2. Oxido de magnesio, con una riqueza no menor del

‘09 por 100. Secar durante dos horas a 105° C antes de pesar.

1.3.1.3. Solucién amoniacal, aproximadamente 1 N.
1.3.1.4. Acido clorhidrico, soluciones 0,1N y 1N.
1.3.1.5. Hidréxido sédico 0,1 N.

1.3.1.6. Rojo de metilo, al 0,1 por 100.

1.3.1.7. Solucién A.—Solucién de i6n calcico 0,04 M.

Pesar con exactitud 4 g de carbonato calcico y transferirlo
a un Erlenmeyer de 500 ml con un minimo de agua destilada.
Colocar un pequefio embudo en la boca del frasco. Anadir
lentamente acido clorhidrico (82 ml de solucién 1,0N) al
frasco, a través del embudo y remover el contenido,

Cuando se disuelva todo el carbonato célcico, diluir la so-
lucién aproximadamente a 400 ml con agua destilada y hervir
para eliminar el exceso de diéxido de carbono. Enfriar la
solucién, afiadir indicador rojo de metilo (dos gotas) y neu-
tralizar hasta color naranja con la solucién amoniacal afa-
dida gota a gota. Transferir cuantitativamente a un matraz
aforado de 1.000 m!, enrasar con agua destilada, mezclar y
almacenar en un frasco de polietilenc. Un ml de esta solu-
cién. cuando se diluye hasta 1.000 ml, da un agua que con-
tiene 4 ppm de dureza, expresada como carbonato calcico.

1.3.18. Solucién B.—Solucién de i6n magnesio 0,04 M.

Pesar con exactitud éxido de magnesio (1,613 g) y trans-
ferir a un Erlenmeyer con un minimo de agua destilada. Poner
un pequefio embudo en la boca del Erlenmeyer v anadir len-
tamente acido clorhidrico (82 ml de una solucion 1N).

Calentar, lentamente, hasta disolver, y cuando todo el éxido
de magnesio esté en solucién diluir aproximadamente a 400 ml
con agua destilada y hervir para eliminar el diéxido de car-
bono. h :

Enfriar, anadir una solucién-de rojo de metilo (dos gotas)
y neutralizar hasta color naranja con la solucién amoniacal,

Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 1.000 ml,
enrasar con agua destilada, mezclar y dlmacenar en un frasco
de polietileno. Un ml de esta solucién, cuando se diluye hasta
1.000 ml, da un agua que contiene 4 ppm de dureza, expresada
como carbonato calcico. '

1.3.1.9. Preparacion.—Llevar 68,5 ml de solucién A y 17,0 ml
de solucién B a un vaso de precipitados de 1.000 ml y diluir
& 800 ml, aproximadamente, con agua desionizada. Usando un
pPH-metro, ajustar la solucién a pH 6 a 7, afiadiendo gota a gota
hidréxido de sodio 0,1 N. Transferir la solucién cuantitativa-
mente a un matraz aforado de 1.000 ml y enrasar con agua
desionizada. '

El pH después del ajuste deberd estar préximo a 6,5 lo
q\;e Fem-ute cualquier ligera variacién durante el almacena-
miento.

Usar agua desionizada.
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1.;1. Procedimiento.

1.41. Emulsionabilidad.

En una probeta graduada de 100 ml poner: agua patrén
a 30+ 1° C (1.5.3) hasta la marca de los 85 ml. Verter el
concentrado emulsionable. (1.5.4) poco a poco (5 -ml de una
probeta graduada) sobre la superficie del agua, colocar el
tapon e invertir la probeta una vez (1.5.5).

Después de treinta segundos observar si la mezcla se ha

emulsionado . espontaneamente, dando 100 ml de una emulsién -

que aparece al examen visual como uniforme. Anotar si se
produce espuma.

1.4.2. Estabilidad de 1a emulsién en reposo.

Invertir la probeta diez veces (1.5.5) y dejar la probeta y
su contenido en reposo en el bafio de agua a 30° + 1° C (1.5.3)
durante veinticuatro horas.

Anotar el volumen (1.5.6), si existe, de aceite libre (1.5.7),
espuma y crema formados tanto en la parte superior como
en el fondo de la probeta, a los treinta minutos y a las dos
y veinticuatro horas.

1.4.3.

Al cabo de las veinticuatro horas, invertir la probeta diez
veces (1.5.5). Dejar en reposo durante treinta segundos y ob-
servar si el aceite, espuma, crema ¢ materias solidas encon-
tradas tras el reposo de veinticuatro horas se han reemulsio-
nado, dando 100 ml .de una emulsién que aparece al examen
visual (1.5.8) como uniforme.

Reemulsién tras un reposo de veinticuatro horas.

1.4.4. Estabilidad final de la gmulsién.
Dejar en reposo la probeta durante un plazo adicional de
treinta minutos.

Anotar el volumen, si existe, de aceite libre, espuma, crema
o materias sélidas presentes al cabo del periodo de treinta
minutos.

1.5. Observaciones. .

1.5.1. La probeta debe estar limpia y libre de grasa.—Lim-
piar la probeta con una solucién acuosa que contenga 5 por 100
de acido fluorhidrico, 30 por 100 de acido nitrico y 2 por 100 de
Teepol. Agitar durante veinte segundos Enjuagar con agua
destilada y escurrir. - '

Precaucién.—La mezcla anterior es corrosiva y no debe po-

nerse en contacto con la piel. No dejar la mezcla en la pro-

beta durante mas de treinta segundos. -

1.5.2. La probeta debera estar sujeta de tal forma que no
esté en contacto con el recipienie del baio. La armadura del
motor no debera sujetarse a las paredes del bailo.

1.5.3. A menos que se especifique otra cosa.

1.5.4, El concentrado emulsionable debe estar a la misma
temperatura que el agua patrdn que se va a usar para la
dilucion (30° £ 1° C si no se indica otra cosa).

1.5.5. La expresién «invertir la probeta», como se usa mas
arriba, indica que la probeta tapada se inclina a mano 180
grados y luego se vuelve a su posicion inicial, completando
la operacion en unos dos segundos, aproximadamente.

1.5.6. Para iluminar la probeta debe usarse una lampara
a]ustable provista de una bombilla perlada de 60 watios. La
posicidn y el angulo de la luz deben ajustarse para conseguir
la vision 6ptima de los limites de las fases. Con frecuencia
es mas facil de ver esto con luz refiejada que con luz inci-
dente .

1.5.7. Si inicialmente se encuentra dificultad para distinguir
entre accite y crema, puede usarse un colorante soluble en
la fase oleosa, pero los ensayos finales deben hacerse sin la
adicion de colorantes. Se ha comprobado que los colorantes
que dan una coloracién azul oscura en los hidrocarburos aro-
malicos son l6s mas adecuadcs para este propo6sito. El colo-
rante (0,1 por 100) debe afiadirse al concentrado emulsionable
antes de hacer el ensayo. Si existe aceite, el colorante lo
coloreara de azul oscurc; si se ha producido crema, el colo-
rante dara una capa azul palido; si no se ha producido crema
0 muy poca, no se originara ninguna banda de color definido.

1.6. Referencia.
1. CIPAC. Ed. 1970. ' MT-36 y MT-18.

2. ESTABILIDAD DE UNA EMULSION
' (Dilucién de aplicacion)
2.1. Principio.
Como en 1.1 de los métodos oficiales de analisis fisicos.

El procedimiento descrito en este método es de aplicacién
8 los concentrados emulsionables. que al ser diluidos a sus

dosis de aplicacién den lugar e emulsiones del tipo de aceite
en agua.

2.2, Material y aparatos.

2.2.1, Vasos de Dprecipitados de 250 -ml con un diametro
interior de 6 cm.

2.2.2, Buretas de 50 ml, graduadas en 0,1 1 .

2.2.3, Probetas de 100 ml graduadas en 1,0 ml.

2.2.4. Baifio de agua {como 1.2.2).

2.3. Reactivos.

2.3.1. Agua patrén (como 1.3.1). °* -~

2.4. Procedimiento.

A 70 ml de agua patrén, colocados en un vaso de precipi-
tados a la temperatura éspecificada (2.5.2), afadir, por medio
de una bureta, el producio a -ensayar a velocidad de unos
5 ml cada doce segundos. Durante ia adicién, agitar con una
varilla de vidrio (a la velocidad de unas tres vueltas por
segundo) y dirigir ccnstantemente el flujo del concentrado
hacia el centro y no contra la pared del vaso. Afadir la
cantidad suficiente de concentrado para que cuando a con-
tinuacién se lleve el volumen total a 100 ml se obtenga la
dilucién recomendada para la aplicacién por el suministrador.

Llevar el volumen a 100 ml, afiadiendo agua patrén con
otra bureta. Transferir 1nmed1atamente la emulsién diluida a
una probeta graduada limpia y seca y mantener a ésta, asi
como el contenido, en reposo absoluto a la temperatura espe-
cificada + 1° C (2.5.2) durante una hora. Anotar cualquier
cambio que se observe en la emulsion diluida y el volumen
de cualquier materia que se hubiera separado.

Repetir la operacién por completo utilizando agua destilada
en lugar de agua pa.tron

2.5. Observaciones:

2.5.1. A menos que se especifique otra cosa.
252 Si no se especifica otra cosa la temperatura debe

ser 30° + 1° C.
2.6. Referencia.

1. CIPAC. Ed. 1970. MT-20.

3. SUSPENSIBILIDAD DE POLVOS MOJABLES
3.1. Principio.

La suspensibilidad se define como la cantidad de materia
activa suspendida, después de un tiempo dado, en una co-
lumna de liquido de altira determinada, expresada como por-
centaje de cantidad de materia- activa en la 'suspensién ori-
ginal

Preparar una suspensiéon de conceniracion conocida en agua
patrén o agua destilada, colocar dentro de una probeta a tem-

_ peratura constante y delar reposar durante cierto tiempo. Ex-

traer las 9/10 partes superiores .y determinar el contenido de
materia activa en la 1/10 parte restante, calculando después el
contenido de las §/10 partes superiores.

El método es aplicable para suspensiones que contengan
hasta el 1 por 100 de materia activa,

3.2. Material y aparatos.

3.2.1. Probeta de 250 ml de tapén esmerilado (fig. 3.1).—La
distancia entre las graduaciones 0 y 250 ml debera estar entre
20 y 21,5 cm y entre la sefial de 250 ml y el tapén debera
existir una distancia de 4 a 8 cm.

3.22, Tubo de vidrio de succién de 40 cm de longitud y
5 mm de diametro interior, finalizando por un extremo con
una anchurae de 2 a 3 mm; el ofro extremo del tubo se co-
necta a vacio.

3.2.3. Vasos de precipitados de 250 ml.
3.2.4. Crondmetro.
3.2.5. Bafio de agua a 30° + 1° C,

3.3. Reactivos.

\
Como en 1.3.1,

3.4. Procedimiento.

3.4.1. Preparacién de la suspensién.

Pesar suficiente cantidad de muestra para hacer 250 ml de
suspensién en agua, a una concentraciéon recomendada en las
normas de uso sugeridas para el producto. Cuando se reco-
miendan distintas concentraciones, se debe realizar la deter-
minacién de suspensibilidad a las concentraciones méaxima y
minima. La muestra se dispersa con o sin papilla, de acuerdo
con las normas de uso que acompaiien al producto. Si no se
dice lo contrarig, se usara el método 3.4.1.2.
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Fig. 3.1.—Probeta de 250 m]l para determinacién de la-suspen-
sibilidad, mostrando el montaje especial para la separacion de
las 9/10 partes de la suspension

3.4.1.1. Con papilla.—Colocar la muestra pesada en un vaso,
afnadir una pequefig centidad de agua patrén (alrededor de
5 ml} y mezclar durante dos minutos con una varilla de vi-
drio con tope de goma, hasta producir una pasta uniforme.
Afiadir agua petrén (50 ml g 30° £ 1° C), gota a gota, mientras
se remueve la mezcla y dejar la suspensiéon en reposo durante
trece minutos, en un bafio de agua a la misma temperatura,

3.4.1.2. Sin papilla.—Aifadir, lentamente, la muestra pesa-
da al vaso que contiene el agua patrén (50 ml a 30° *+ 1°C).
Agitar manualmente con movimiento circular a razén de 2 ve-
ces por segundo, durante dos minutos. Dejar reposar la sus-
pensién durante trece minutos en un baiio de agua a la misma
temperatura. ) R
\ 3.4.2. Determinacién de la sedimentacién.—Transferir la sus-
pensién preparada en 3.4.1, cuantitativamente, a una probeta
que haya sido calentads previamente a 30° C; enrasar a 250 ml
con agua patrén a 30° £ 1°C y poner el tapén. Manualmente,
invertir la probeta 30 veces en un minuto.

Colocar la probeta en posicidn vertical y libre de toda vibra-
cién en un bafio de agua,; sin que le dé directamente la Iuz
del sol. Después de treinta minutos (salvo que se especifique
lo contrario) separar 225 ml (8/10 partes) del contenido en diez
a .quince segundos, usando el tubo de vidrio de absorcién co-
nectado a vacio, teniendo cuidado de no agitar o remover el
sedimento de la probeta. Asegurarse de que el final del tubo
de succién vaya siempre unos pocos milimetros por debajo de
la superficie del liquido (3.6.2). : )

3.4.3. Determinacién de la materia activa.—Determinar el
contenido de materia activa en la muestra original y en los
25 ml restantes de la probeta, por el método dado en los mé-
todos de anélisis prescritos pare cada pesticida.

3.5, Cdlculos.

10 100 (C— Q) 111 (C — Q)
X =

9 C C

Suspensibilidad =

Donde:

vC = peso, en g, de la materia activa en la muestra

ab
tomada =

100

a = tanto por ciento de materia activa determinada en
la muestra antes o después del almacenamiento ace-
lerado, segin sea lo apropiado.

b = peso, en g, de la muestra.

Q = peso, en g, de la materia activa en los 25 ml restantes
en la probeta.

3.6. Observaciones.

3.6.2. El tubo de succion debera ser conectado a través de
una llave de dos vias a un frasco de seguridad. La llave debera
cerrarse suavemente, cuando las 9/10 partes de la suspensién
hayan sido separadas, para evitar remover en la 1/10 perte
restante. '

3.7. Referencia.

1. CIPAC. Ed. 1970. MT-15.
4. DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION

4.1,

La muestra se ‘calienta en tubo capilar a velocidad con-
trolada en un bafio liquido con agitador y se observan las tem-
peraturas de formacion del menisco y de total licuefaccién de
la muestra. .

Punto de menisco es la temperatura a la cual tiene lugar
la licuefaccién de la sustancia, lo cual viene indicado por la
formacion de un meniscq definido.

Punto de licuefaccién es lg temperatura a la cual la sus-
tancia esta completamente fundida, lo que se observa por la
desaparicién de la fase sélida.

Intervalo de fusién es el intervalo entre la temperatura a
la cual la sustancia comienza a contraerse o a formar gotas en
la.pared del tubo capilar y la temperatura a la que la sus-
g‘anc_ig estd completamente fundida, que es el punto de licue-

accion. :

Principio.

4.2. Material y aparatos.

4.2.1. Aparato de punto de fus#n (fig. 4.17,

ol

(©):
T
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Fig. 4.1.—Aparato de punto de fusién y agitador.

4.2.1.1, Descripcién del aparato para determinacién del pun-
to de fusion:

A). Tubo de vidrio en U, conteniendo fluido de silicona.
B) Material rigido para fijacién.

C) Caja de aluminio o latén.

D) Lampara de & voltios, 0,3 A. Abertura de 4 X 1,5 cm en

un lado de la caja metalica para transmitir luz a la muestra.

E) Agitador de vidrio de eje de 6 mm de @.

F) Motor de unas 375 r.p.m.

G) Goma flexible.

. H) Termémetro contrastado de 0° a 300° graduado en divi-
siones de 1° C (4.8.2), -~

Camisa de vidrio de 3,8 cm de longitud -y 0,3 mm de
separacién a las paredes, apoyada en los topes salientes.

J)  Resistencia de' calentamiento arrollada sobre papel de
amianto. '

. Iél) Alimentacion eléctrica desde una fuente de voltaje va-
riable.

L) Camisa de tubo de-vidrio para el eje del agitador.

M) Ventana de observacion en la caja metalica.

N) Tubo capilar conteniendo la muestra y ajustando al ter-
mometro por medio de un anillo de goma. Debera estar seco,
de pared delgada, de vidrio borosilicato, cerrado por un ex-
tremo y de diametro interior de_1 mm aproximadamente, de
0,1 & 0,5 mm de espesor de pared y de una longitud.suficiente
para que el extremo abierto quede por encima de la superficie
del liquido en el tubo de calentamiento. Como minimo, debera

3.8.1. A menos que se especifique otra cosa, la prueba de-
bera realizarse en agua patrén.

tener 12 cm de longitud. Los capilares se guardaran cerrados
por ambos extremos, corténdolos tan solo cuando se precisen.



*30 agosto 1979

30305

B. O. del E.—Num. 208

El aparato consiste en un tubo de vidrio en U con tube de
conexién superior entre las dos ramas, de forme que un li-
quido, calentado por una resistencia externa y propulsado y
mezclado por un agitador situado en una de las ramas, circula
alrededor del tubo con la muestra y del termémetro colocados
en la segunda rama. La muestra colocada en un tubo capilar
se ajusta al termometro de modo que el bulbo y el tubo estén
situados juntos gn el bafio en una posicién fija para su obser-

,

‘vaciéon. Una lampara ilumina la muestra durante la determi-

nacion, .

Los circuitos eléctricos para controlar la velocidad de calen-
tamiento y la circulacién en el ‘bafio liquido se describen en la
figura 4.2 y deben ser convenientemente montados en una caja
metalica. Fijando el aparato del punto de*fusién a la superficie
su]:_)grigr de la caja metalica se puede trasladar como una sola
unidad. :

- 7ed de corriente allerna

Fig. 4.2.—Diagrama esquematico del circuito de galentamiento

A) Lampara de 6 voltios, 0,3 A. '

B) Transformador de 6,3 voltios, 0,5 A.

C). Interruptor monofasico.

D) y E) Interruptores bifasicos.

F) Transformador de 48 voltios, 2 A de salida.

G) Transformador de voltaje de salida variable. Si estd ca-
librado en su voltaje de salida, el transformador F, los inte-
rruptores D y C y el amperimetro I pueden omitirse,

H) Resistencia variable de 8 a 10 ohms. -

D) Amperimetro de 2 A de corriente alterna.

. J) Resistencia de calentamiento.

K) Fusible de 2 amperios.

M) Motor de unas 375 r. p. Mm..

4.2.1.2. Construccién del apérato para la determinacién del
punto de fusién:

Construir el tubo en U, de 2,5 cm de diametro, de vidrio,
borosilicato o similar. Poner una capa de amianto, en forma
de papel o cinta, algededor de la parte inferior de una de las
ramas y enrollar sobre ella una resistencia de 7 ohms por me-
tro, en una longitud de 4 cm- sobre el tubo y con 4 espirales
por cm. La resistencia total debe ser de unos 25 chms.

Fijar firmemente el tubo en U dentro de un recipiente me-
talico de aproximadamente 15-X 10 X 5 cm, usando un material
rigido aislante tal como fibra -de amianto o lana de vidrio.
Adaptar a la caja un soporte lateral conteniendo una pequefia
lanipara eléctrica, de forma que la muesira se ilumine a través
de una abertura en el recipiente principal y las observaciones
puedan realizarse por medio de una segunda abertura en la
parte frontal de la caja. -

Montar el motor de agitacién sobre la rama del tubo U pro-
vista de la resistencia de calentamiento mediante un soporte
adecuado. Colocar el agitador de vidrio en el tubo en U y
acoplarlo por medio de un trozo de goma al eje del motor.
El vastago de- vidrio giratorio se introduce por medio de una
guia de vidrio a través del corcho de la rama del tubo en U.
El tubo capilar y el bulbo del termémetro se- colocan en el
centro de la parte visible de la segunda rama del tubo, por
medio de un corcho. En esta posicién, la muestra queda total-
mente iluminada por la lampara y puede ser observada clara-
mente a través de la ventana de la parte frontal.

4.3. Beactivos.

4.3.1. Fluido de silicona (4.6.1).

4.4. Procedimiento.

4.4,1. Calibrado del aparato.

Llenar el tubo en U con fluido de silicona de un tipo ade-
cuado (4.6.1) hasta el nivel indicado en la figura 4.1. Con el
agitador y el termémetro en posicién poner en marcha el agi-
tador, haciendo pasar una corriente de 0,1 A, a través de la
Yesistencia. Leer la temperatura. del baiio a intervalos fijos.
Después, comenzando por 0,1 A para la corriente de calenta-
miento y observando el ascenso de temperatura hasta que se
alcance la maxima, repitiendo el incremento de 0,1 A, se pue-
den obtener una serie de curvas de calentamiento, figura 4.3.

140
120
/0-9A
100

40}

’20' L 1 1
20 40 60

Fig. 4.3.

1 ¢ 1 [ 1
‘80, 100 1200 1O 180 180

Curvas diversas de calentamiento a amperajo
constante,

‘El examen de estas curvas de calentamiento indi¢ar4 para
cada intervalo de temperaturas la intensided de corriente ne-
cesaria para conseguir una velocidad de calentamiento de
2° C por minuto.

4.4.2, Determinacién del punto de fusién.

Preparar la muestra pulverizandola en un mortero, secarla
en capa delgada a la temperatura y tiempo indicados y volver
a moler si es necesario. Por otra parte, cuando la temperatura
de desecacion no se especifica, secarla a una temperatura
bastante inferior a su punto de fusién, bajo presiéon reducida
o bien sobre un desecante apropiado. Guardar la muestra en
un desecador.

Pasar una porcion a uno de los tubos capilares, agitarlo de
forma que pase el polvo hacig la extremidad cerrada y ¢om-
primirlo ligeramente golpeando el tubo sobre una superficie
Elura,)para que forme una columna de 2 a 4 mm de altura
4.8.3.). N

Sujetar el capilar al termémetro con una anilla de goma
y, si fuera necesario,  otro tubo similar conteniendo la mues-
tra patron, de forma que la muestra quede situada en la mi-
tad del bulbo. Colocarlos en la rama izquierda del tubo en U,
de tal forma que el nivel del liquido llegue a la marca de
inmersion. Conectar a la red del motor del agitador, el cir-
cuito de calentamiento y la lampara para iluminar la mues-
tra. Hallar el punto de fusiéon aproximado y seleccionar el
grado apropiado de calentamiento a partir de las curvas ca-
libradas. Ajustar el calentamiento, a razén de 3 a 5° C por mi-
nuto, hasta alcanzar unos 5° C por debajo del punto de fusién
y entonces disminuir la corriente eléctrica para lograr la su-
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bida especifica de temperatura. Si no estid especificada la ve-
locidad de calentemiento, adoptar la de 2° C por minuto.

Para la observacién del punto de fusion es muy conveniente
utilizar una lupa manual o fija.

4.5. Cdlculo.

-La temperatura de la parte emergente del termdmetro se
determina colocando el bulbo de un segundo termémetro en
contacto con la parte que emerge y en un lugar de ésta si-
tuado aproximadamente . en el punto medio de la columna
de mercurio que sobresale del liquido.

La correccién viene dada por la siguiente ecuacion:

Te = 0.00016 n (\ts - tq)
Siendo: :

t. = correccién para ser aplicade a la temperatura obser-
vada del punto de fusion.

ts = temperatura media de la columna emergente durante
la calibracién.

tq = temperatura media de la columna emergente obsel_'vada
en el punto de fusién.

n= longitud de la columna descubierta, medida en grados

centig-rados

La temperaturae corregida se toma como el punto de fusién
de la sustancia.

A menos que se indique otra cosa, el punto de menisco se
toma como el punto de fusién de la muestra Cuando el 'pun-
to de fusion en la especificacién o método de analisis viene
dado como un intervalo, el punto de fusién de la sustancia
debera estar comprendido en dicho-intervalo.

4.6. Observaciones.

4.6.1. Para el intervalo de temperaturas de 20° a 200° C es
adecuado un fluido de silicona de 20 centipoises.
peraturas hasta 300° debe -utilizarse un fluido de silicona de
50 centipoises. .

4.6.2. Para mayor precisién en las lecturas se usaran ter-
moémetros contrastados graduados en divisiones de 0,2° C y- de
escalas adecuadas.

4.6.3. Cuando se determinan puntos de licuefaccion, esta
longitud no debe sobrepasarse, ya que pueden cometerse erro-
res superiores a 0,8° C.

4.7. Referencia.

1, CIPAC. Ed.- 1970. MT-2,

5. DETERMINACION 'DEL PUNTO DE FUSION DEL ACIDO 2,4 DI-
CLORO FENOXIACETICO PROCEDENTE DE ESTER

§.1. Principio.

N
+ Por saponificacion del éster se aisla el acido y se determi-
na su punto de fusién como en 4.1.

5.2. Material y aparatos.

5.2.1. Matraz Erlenmeyer de 250 m] con boca esmerilada.
+ 5.2.2, Refrigerante -de reflulo cuyo extremo inferior esté
cortado recto y acabe en la parte esmerilada de la boca del
matraz para que el reflujo lave las paredes del mismo.

5.2.3. Embudos de decantacién de 250 ml.

5.2.4. Capsula de evaporacion.

5.2.5. Probeta graduada de 10 ml.

5.2.6. Estufa regulable a 105° C.

5.2.7. Bario de agua.

5.2.8. Aparato. para la. determinacion del punto de fusion.
Como 4.2.
5.2.9. Placa de calefaccién con ag'tador magnético.
5. 2 10, Matraz aforado de 250 ml.

Reactivos.

5.3

5.3.1. Acido clorhidrico concentrado.

5.3.2.  Eter etilico.

5.3.3. Etanol del 95 por 100. .
5.3.4, Hidréxido de litio 1 N. -

.4. Procedimiento.

4.1. Calibrado del aparato. Como en 4.4.1,
4.2, Determinacién del punto de fusién.

Pesar la cantidad de muestra necesaria para obtener 0,5 g de
écido, 2,4 D en un matraz Erlenmvyer de 250 ml. Adicionar
5. ml de etanol y 12,5 ml de solucién de hidréxida de litio 1 N.
Colocar el refrigerante y- calentar corn sagitacién -durante una
hora a reflujo intenso. Enfriar y. trasvasar con agua destilada
a un embudo de decantacién de 256 ml. El volumen final seré
de unos 60 ml.

Para tem- .

.acido 2,4 D en un matraz Erlemmeyer de 250 ml.

Extraer con 15 ml de éter etilico, dejando un tiempo de de-
cantacién de treinta minutos (hasta obtener una separacién
total de las dos fases) y transvasar la fase acuosa a un ma-
traz aforado de 250 ml.- Lavar la-fase etérea con (2 X 5 ml) de
agua, dejando un tiempo de ‘decantacién de quince minutos

[ después de cada lavado.

Trasvasar las soluciones de lavado al matraz aforado y en-
rasar con agua destilada y agitar. Desechar la fase etérea.
Tomar con pipeta 100 ml y llevar a un embudo de decantacién

~ de .250 ml. Anadir 1,5 ml de acido clorhidrico y extraer tres

veces con 12,5 ml de éter etilico cada vez, dejando en cada
decantacién un tiempo de Feposo de quince minutos.

Pasar la totalidad de los extractos etéreos a la capsula de
evaporacion™y evaporar el éter en bano de agua. Desecar el re-
siduo en estufa a 105° C, durante cuatro horas. Desprender,
cuanto sea posible, el acido de la capsula, mediante una espa-
tula y mezclar cuidadosamente el acido pulverizado. Continuar
como en 4.4.2.

(

5.5. Cadlculo. ' :
Como en 4.5.

5.6. Réferencia. ]

1. CIPAC. Ed. 1970. 1.3/5/M/1.5.

6. DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION DEL . ACIDO 2,4 DI-
-CLORO FENOXIACETICO PRCCEDENTE DE SAL - AMINA

6.1. Principio. ¢

Por acidificacion de la sal, _se aisla el acido y se determina
su punto de fusién como en 4.1.

6.2, Matenal y aparatos.
Como en 5.2.1, 5.2.3, 5.2.4, 5.2.5, 5.2.6, 5.2.7, 5.2.8. -

6.3. Reactivos.
Como en 5.3.1; 5.3.2.

6.4. Procedimiento.
6.4.1. Calibrado del aparato como en 4.4.1,
6.4.2. Determinacién del punto de fusién.

Pesar la cantidad de muestra necesaria para obtener 0,5 g del
Diluirlo con
agua destilada hasta un voluinen de unos 80 ml y traspesarla
a un embudo de decantacién de 250 ml, empleando un volumen
de unos 20 ml de agua destilada para hacer el traspaso cuan-
titativo. Afiadir 1,5 ml de acido clorhidrico y extraer tres veces
con 12,5 ml de éter etilico cada vez, dejando en cada decantacion
un tiempo de reposo de quince minutos.

El conjunto de los extractos etéreos se lava tres. veces con

7 10 ml de agua destilada cada vez, dejando el tiempo de de-

cantaciéon necesario para tener una separaciéon total de las
fases. Al final de estos lavados, comprobar que el pH de la
ultima fase acuosa separada no ha variado. Trasvasar la fase
etéréa a un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Pasar las aguas de
lavado al embudo de decantacién y efectuar una extraccién
con 30 ml de éter etilico, dejando un tiempo de decantacién
de una hora. -

Desechar la fase acuosa, lavar dos veces la fase etérea con

25 ml de agua destilada cada vez, dejando un tiempo de decan-
tacién de treinta minutos-y comprobando que su pH es, apro-

“ximadamente, 7. Reunir esta fase etérea con la anterior, si-

tuada en el matraz Erlenmeyer.

Pasar la totalidad de los extractos etéreos 4 -la capsula de
evaporacion y evaporar- €l éter en bafio de agua. Desecar el
residuo en estufa a 105° C duranie cuatro horas. Desprender,
cuanto sea posible, el 4cido de la capsula mediante una espatula
y n;ez%]ar culdadosamente el acido pulverizado. Continuar como
en 4.4

6.5. -Cdlculo.
: Cqmo en 4.5.
6.6. Referencia.
1. CIPAC. Edicién 1870. 1.4/13/M/1.5.
7(a) HUMEDAD
(Método de Karl-Fischer)
7(a).1. Principio.

Dispersar la muesira en metanol y valorar con rcactivo de
Karl-Fischer de equivalente en agua conocido.
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7(a).2. Material y aparatos.

7(a).2.1. Bureta automatica de 25 ml pro\}ista de un sistema
de desecacion de aire [fig. 7(a) I,

Fig. 7(a).1-

\

7(a).2.2. Vaso de reacciéon de unos 60 ml de capacidad, con
dos electrodos de platino, un tubo de entrada de nitrégeno, un
tapon que permite el paso de la bureta, un tubo de ventilaciéon
protegido por un desecante y una boca de carga con tapén
esmerilado. .

La muestra a valorar se introduce a través de la boca late-
ral. La agitacion se mantiene por una corriente de nitrégeno
seco a través de la solucién o magnéticamente. Si se usa ni-
trégeno, emplear tres frascos de secado, uno con acido sulfurico
y dos con gel de silice activado recientemente (en este orden).

7(a).2.3. Pila de 1,5 a 2 voltios, conectada a través de una
resistencia variable de 2.000 ohmios. La ,resistencia se ajusta
de manera que una corriente inicial de no mas de 20 milivoltios
pase a través de los electrodos de platino, conectados en serie
con un microamperimetro, cuando hay un exceso de 0,2 ml de
reactivo de Karl-Fischer. Después de cada adicién del reactivo
de Karl-Fischer la aguja del galvanémetro se mueve, pero
rapidamente vuelve a su posicion inicial. En el punto final
se obtiene una desviacion que tarda mas tiempo en volver a
su posicién inicial. i ,

7(a).2.4. Galvanémetro con una escala de desviacién no
mayor que 100 microamperios.

7(a).3. Reactivos.

7(a).3.1. Msétanol que no contenga mas del 0,03 por 100 de
agua (p/p).

7(a).3.2. lodo resublimado.

7(a).3.3. Nitrégeno seco.

7(a).3.4. Piridina que no contenga mas del 0,1 por 100 de
agua 1p/p).

7{(a).3.5. Anhidrido sulfuroso liquido, de calidad para re-
frigeracion. -

7(a).3.6. Reactivo de Karl-Fischer.

7(a).3.6.1. Preparacion.—Disolver 63 g de iodo en 100 ml de

piridina seca, enfriar con hielo y hacer pasar anhidrido sulfu-
roso a través de la mezcla, hasta que la solucién aumente su
peso en 32,3 g. Evitar la absorcién de la humedad atmosférica.
Afadir metanol suficiente para obtener 500 ml de solucién y
dejar en reposo durante veinticuatro horas.

7(a) .3.6.2. Normalizacion.—Afadir alrededor de 20 ml de me-
tanol al vaso y reactivo hasta el punto de equilibrio, sin anotar
el volumen. Introducir una cantidad exacta de agua, pesando
la proporcién adecuada de tartrato sédico dihidratado en polvo
que contenga 15,61 a 15,71 por 100 de agua (300-500 mg) y va-
lorar de nuevo con el reactivo de Karl-Fischer. Calcular el equi-
valente en agua del reactivo en mg de agua -por ml. Teniendo
en cuenta que el reactivo de Karl-Fischer degrada rapidamente
debera ser normalizado inmediatamente antes de su uso, o
diariamente. Cuando la preparacién es reciente 1 ml equivale
a 5 mg de agua aproximadamente.

7(a).4. Procedimiento.

Anadir alrededor de 20 ml de metanol al vaso de valoracion
y valorar hasta el punto de equilibrio con el reactivo de Karl-
Fischer. Transferir rapidamente una cantidad adecuada de
muestra exactamente pesada (P) al vaso de valoracion. Agitar
durante un minuto y valorar de nuevo con el reactivo de
Karl-Fischer (V) de equivalente en agua conocido.

7(a).5. Cdlculos. -
v-C
Humedad (%) = —————
10 - P

Siendo:

V = volumen, en ml, de reactivo de Karl-Fischer gastados
en la valoracion.

P = peso, en g, de la muestra.

_ C = equivalente en agua, en mg/ml, del reactivo de Karl-

Fischer.

7(a).8. Referencias.

1, Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/30.1.

7(b). HUMEDAD
v (Método de Dean-Stark)
7(b).1. Principio.

El agua de la muestra se determina por destilacién azeotré-
pica con tolueno, xileno o solvente nafta.

Este método s6lo es recomendable para productos cuyos con-
tenidos de humedad sean superiores al 2 por 100.

7(b).2. Material y aparatos. )
7(b).2.1. Aparato de Dean- Stark (fig. 7(b).D).

(s
Refrigerante
41
iy
o
Colottor
Matraz de
destilacion
’ Fig. 7(b) .1
7(b).2.1.1. Refrigerante recto.
7(b).2.1.2. Colector de 2 ml con divisiones de 0,05.
7(b).2.1.3. Matraz de 500 ml.
7(b).2.2. Probeta graduada de 200 ml.
7(b).3. Reactivos.
7(b).3.1. Tolueno.
7(b).3.2. Xileno.

7(b).3.3. Disolvente nafta. Punto de ebullicion de 90 a 160° C.
7(b) .4.. Procedimiento.

Pesar una cantidad de muestra que contenga de 0,5 & 1,5 ml
de agua. Transferirla al matraz de 500 ml que contenga 100 ml de
tolueno, a menos que se indique otro disolvente, y anadir 100 mi
mas de disolvente y porcelana porosa. Conectar el aparato y po-
ner algodén en el extremo superior del refrigerante para preve-
nir la entrada de humedad atmosférica. Calentar el matraz has-
ta que el reflujo sea de 2 a 5 gotas por segundo y continuar la
destilacion hasta que el agua condensada no sea visible en
ninguna parte excepto en el fondo del colector, y el volumen
de agua recogida permanezca constante durante cinco minu-
tos. Separar el agua adherida en el refrigerante, aumentando
la velocidad de reflujo en unas cuantas gotas por segundo
o bien lavando el refrigerante con tolueno. Dejar enfriar el
aparato a temperatura ambiente y separar las gotas de agua
adheridas a la parte superior del colector con un alambre
fino. Leer el volumen de agua.

7(b).5. Cdlculos.
Humedad (%) =

“100 - V

Siendo:

V = volumen, en ml, de agua en el colector.
P = peso, en g, de la muestra.
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Los resultados "de las repéticiones no deben diferir en maés
de 0,025 ml.

7(b).6. Referencias-

7
1. . Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/30.2,

8. TAMANO DE GRANULOS

8.1. Principio.

Separacioén cuantitativa del producto en fracciones de par-
ticulas de diferentes tamafios empleando un tamiz o serie de
tamices.

8.2. Material y aparatos. -

8.2.1. Tamices para analisis de unos 20 cm de didametro y de
luz de malla de 850, 710, 500, 420, 355, 250 y 250 n (tabla 8.D.

8.2,2. Tapa y colector para los tamices anteriores.

8.2.3. Pincel plano suave (2,5 cm) para la limpieza de las
mallas mas finas de los tamices.

8.2.4. Cepillo plano duro para la limpieza de las mallas
mas gruesas de los tamices. ’

8.2.5. Balanza con sensibilidad de 0,1 g y precision de 0,05 g.

B.2.6. -Agitador de tamices. La tabla del agitador para los
tamices en la que se deposita la plataforma esta inclinada res-
pecto al eje un angulo de 4,5 grados y su movimiento es como
el de un disco inclinado que girara alrededor de su perimetro;
la velocidad de la rotacién es, aproximadamente, de 2,5 r. p. m.
Este movimiento giratorio extiende el producto sobre las mallas
de los tamices y al mismo tiempo la tabla vibra hacia arriba
y abajo sobre una distancia de 4 mm, con una frecuencia de
300 vibraciones por minuto. Los movimientos de rotacion y vi-
bracion son producidos por el mismo mecanismo; de ahi que
sea suficiente medir la velocidad de rotacion de la tabla incli-
nada para comprobar -las caracteristicas de cualquier vibrador.
El periodo designado para el tamizado de granulos es de.cua-
renta y cinco minutos, a 2,5 r. p. m., si no se cumple ajustarlo
mediante la féormula:

2,5 X 45

periodo del tamizado en minutos =
n.° de r. p m. encontradas

8.3. Procedimiento.
8.3.1. Preparacién de la muestra.

Quitar las tapas de las cajas que contienen las muestras y
secarlas en un desecador de vacio a 18° C empleando pentoxido
de fosforo como desecante hasta obtener peso constante.

8.3.2. Tamizado.—Acoplar el juego de tamices en el orden
correcto con el mas fino en la parte mas inferior y situado sobre
el plato receptor.

Pesar la caja de muestra y sus contenidos., Vaciarla con cui-
dado sobre el tamiz mas grueso (850 p), habiendo limpiado con
el cepillo cualquier residuo que hubieva en el temiz. Pesar la
caja que se ha vaciado y anotar el peso de la muestra trans-
ferida al famiz. Poner la tapa al juego de tamices situandoles
en la maquina agitadora. Agitar durante cuarenta y cinco mi-
nutos.

Quitar el juego de tamices de la maquina tras haber dejado
reposar polvo durante unos dos minutos. Quitar con cuidado la
tapa e invertir cada tamiz sobre una hoja de papel. Dar unos
golpecitos suaves al tamiz y con cuidado cepillar su superficie
superior. Volcar €l tamiz y repetir echando fuera cualquier par-
ticula que.permaneciera. Afiadir los cepillados al material obte-
nido en cada tamiz. Seguir este procedimiento con los tamices
de 850 |, a 250 1, inclusive, y anotar los pesos con aproximacién
de 0,1 g. Anotar también los pesos, con aproximacion de 0,1 g
del material recogido sobre el tamiz de 150 |v en el plato re-
ceptor. -

8.3.3. Pérdida de polvo durante el tamizado.

Los pesos recogidos sobre los tamices, junto con los pesos
del material recogido en el plato receptor, se sumaran juntos
y se restaran del peso de la muestra original. Ello dara la pér-
dida durante el tamizado, que debera ser menor del 0,25 por 100
del peso de la muestra. En caso contrario, repetir el ensayo.

Afiadir el peso de la muestra perdida en el tamiz (inferior
al 0,25 por 100 del peso de la muestra) a la fraccién que pasé
al tamiz de 150 y.

8.4. Cdlculos.

.Expresar el peso de cada fraccion de tamiz como un porcen-
- taje del peso de la muestra, con aproximacién del 0,1 por 100.

8.5. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/58. -

TABLA 81

EQUIVALENCIAS ENTRE MEDIDAS DE MALLAS
Felacion entre los tamices de la serie UNE 7050 y los de las principales series extranjeras
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0,50

0,25

1,6
1,25
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o,

0,4

0,355
0,315

0,25

0,125
100
090
071
083
056
050
045

08

0,63

0,50

0,4

0,315

0,25

0,160
0,125
0,100

10
12
14
16

18
22

30

36
44

, 60

72

a5

120
150
170
200
300
350

1,204
1,003

0,50

0,422
0,353

0,251

0,211

0,178

0,124
0,104
0,089
0,076
0,063
0,044

10
12
14
16

20
24

N

32

35
42
48

60

65

80

]

100
115
150
170
200
230
270
325

00

1,651
1,397
1,168
0,991

Q,883

0,701
0,589

0,495

0,417

0,351

0,294

0,248

I

0,124
0,104
0,088
0,074
0,082
0,068

0,147
0,043
0,037

12
14
16
18

20 *
25

30*

i

36

40 *
45

50 “

60

70*
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100 *
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140 *
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200 *
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270 *
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.
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o

0,84
0,71

0,50

0,50

0,42
0,35

0,297
0,25

0,210

0,177

0,149
0,125
0,105
0,088
0,074
0,062
0,053
0,044
0,037

1,6
1,25

0,80

0,63

0,50

0,40

0,315

0,25

0,20

0,160
0,125
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0,090
0,080
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0,045
0,040
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0,3

0,25

0,20

0,150
0,120
0,100
0,090
0,075
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0,045
0,040
0,037

1,6

1,25

0,80

0,63

0,40

0,40

0,32

0,25

0,20

0,160
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0,100

0,080
0,—063
o0
0,010

74
75
7%
77
78

79

81

82

83

84

85
86

87

89

90

91

92
93

94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
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%*

Tamices AFA en la serie ASTM,
Luces de malla especiales en telas de nylon: 0,035 0,030, 0,028, 0,025,

0,012 nun,

0,020,

0,023,

e. FINURA EN POLVOS
- (Por via seca)

9.1. Principio.

Separacién cuantitativa de un polvo en fracciones de par-
ticulas de diferentes tamanos empleando un tamiz o series
de tamices.

9.2. Material y aparatos.

0.2.1, Tamices. para analisis, de unos 20 cm de diametro,
excepto si se especifica otra cosa, y tamarfio de malla apro-
piado (fabla 8.D.

9.2.2. Colectores y tapas que ajusten.

9.2.3. Pincel plano y suave de 2,5 cn.

9.2.4, Vidrios de reloj tarados.

9.3. Procedimiento.

9.3.1. Preparaciéon de la muestra.—Si se apreciara hume-
dad en la muestra y si el desecado no est4 expresamente ex-
cluido en el método prescrito para el producto, desecar una
cantidad adecuada a 100° C hasta peso constante (0 a una tem:
peratura inferior si el método lo requiere, o si fuera necesario
debido a las propiedades fisicas de alguno de los componentes).
Antes de pesar la muestra para el analisis, dejar que el pro-
ducto se equilibre con la humedad amblente a no ser que el
polvo sea altamente higroscépico, en cuyo caso debe enfriarse
en un desecador y realizar el subsiguiente tamizado expo-
niéndolo lo menos posible a la atmadsfera.

9.3.2. Extraccion preliminar del palvo fino.—Escoger los ta-
mices del tamafio de malla requerido por la especificacion
(9.5.1), ajustar el tamiz mas fino (9.5.2) sobre el. recipiente
colector y poner dentro del tamiz una parte pesada de la
muestra preparada. Ajustar la tapa y agitar el conjunto con
un movimiento oscilatorio, golpeando alternativamente los la-
dos izquierdo y derecho del fondo del recipiente sobre una
superficie de madera y haciéndolo girar al mismo tiempo con
las manos.” A intervalos examinar el tamiz, dejando que el
polvo se sedimente durante unos segundos antes de quitar
la tapa y emplear el pincel para quitar cualquier material
que obstruya las mallas (9.5.3) hasta que el producto no tenga
polvo fino. Desechar el producto que ha pasado por el tamiz..

9.3.3. Tamizado.—Montar en columna el juego de tamices
requeridos, en orden decreciente segun las medidas de las ma-
llas, siendo el superior el de paso mas grueso' y poner en el
fondo el recipiente colector. Transferir el residuo -procedente
del tamizado previo al tamiz superior, ajustar la tapa y efec-
tuar el tamizado como en 9.3.2, Continuar hasta gque la can-
tidad de residuo del tamiz superior sea constante. No se debe
intentar machacar las particulas duras, pero deben desmenu-
zarse con el pincel los agregados blandos.

Quitar el tamiz superior (el mas grueso), ajustarle la tapa
y un segundo rccipiente colector, reanudar el tamizado con
este tamiz y -a intervalos de dos minutos examinar cualquier
producto que haya pasado el tamiz y transferirlo al siguiente
de la serie. Continuar con el mismo tamiz hasta que no pase
méas material (en el tiempo de dos minutos) o s6lo pase una
cantidad insignificante (9.5.4).

Repetir con cada uno de los sucesivos tamices la técnica
descrita para el tamiz més grueso, desechando lo que pase de
nuevo por el de malla mas fina. Transferir cada residuo a vi-
drios de reloj tarados y pesar.

9.4. Cdlculos.

Para ensayos con un solo tamiz, expresar el peso del residuc
en tanto por ciecnto respecto al peso de la muestra y anotar
el resultado como porcentaje de retencién en el tamiz de en-
sayo establecido.

Cuando haya de especificar en mas de un tamiz, afadir al
porcentaje del residuo de cada tamiz, los porcentajes de resi-
duos, igualmente calculados, en todos los tamices superiores
de la serie. Anotar la suma total como el porcentaje de re-
tencion en el tamiz de ensayo establecido.

9.5. Observaciones.

9.5.1. Las telas metalicas de los tamices de mallas finas
estan hechas a base de bronce fosforoso. Este material no
es adecuado para tamizar organomercuriales y a este fin se
necesitan telas metalicas de acero inoxidable.

9.5.2. Cuando se requiera solo una medida de malla, em-
plear el tamiz especifico como se indica en este parrafo y com-
pletar el tamizado como se describe para cada tamiz por se-
parado (8.3.3).

9.5.3. Los tiempos relativos que se emplean en dar pequc-
fios golpes y cepillar y el tiempo total empleado variara de
un tipo de polvo a otro y 1la técnica mds efectiva para un
determinado polvo se consigue s6lo a base da adquirir expe-
riencig con dicho producto.

9.5.4. En muchos casos contmuaran pasando indefinidamen-
te cantidades minimas del producto y se necesita tener expe-
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riencia con el producto para establecer el punto final de ta-
mizado. En algunos procedimientos de tamizado se considera
concluido cuando no pasa mas de 0,2 por 100 en Peso de la
muestra en dos minutos.

9.8. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/58.1.

10. FINURA DE POLVOS

10.1. Principio.

Separacién cuantitativa de un polvo en fracciones de par-

ticulas de diferentes tamafos empleando los tamices apropia-
dos y arrastrando el producto por una corriente de agua.

10.2. Material y aparatos.
10.2.1. Vaso de 250 ml.
10.2.2. Varilla de vidrio con protector de goma.

10.2.3. Tamices de unos 10 cm de diametro y de malla ade-
cuada. Tabla 8.1.

10.3. Reactivos.

'10.3.1. Mojante no iénico.

10.4. Procedimiento.

10.4.1. Mojado del polvo.—En un vaso de 250 m! pesar exac-
tamente una cantidad adecuada (unos 20 g) de la muestra y
anadirle suficiente volumen de agua, mientras se remueve con
una varilla de vidrio cubierta de un protector de goma, hasta
formar una pasta clara. No se debe intentar triturar las par-
ticulas duras, aunque los aglomerados blandos deberan des-
menuzarse con ung débil presiéon. Si el polvo es dificil de mo-
jar, afadirle mojante en pequedas cantidades hasta que se
obtenga un mojado satisfactorio, pero emplear la minima can-
tidad para evitar la formacién de espuma durante el tamizado.

10.4.2. Extraccién preliminar de las particulas finas.—Uti-
lizar tamices de unos 10 cm con log nimeros de mallas reque-
ridos por la especificacion 10.8.1, introduciéndolos en agua y
asegurarse de que la tela metalica esté completamente mo-
jada; aitadir mojante si fuera necesario. Sacar los tamices y
emplearlos mientras estén mojados.

Diluir la pasta con agua hasta unos 150 ml y verterla sobre
el tamiz més fino (10.6.2), enjuagando el vaso con agua. Lavar
con un chorro suave de agua corriente, desechando cualquier
producto que pase por el tamiz, hasta que el material rete-
nido quede libre de particulas finas; cualquier agregado blan-
do, que se pueda desmenuzar por una suave presién con la
punta de los dedos o con la varilla de vidrio con el protector
de goma, se dispersara de este modo.

10.4.3. Tamizado.—Colocar el juego de tamices en orden,
segin el nimero de malla, siendo el superior el de paso mas
grueso, Transferir al tamiz superior el residuo del tamizado
previo, lavar hasta que la cantidad de residuo del tamiz su-
perior sea constante.

Quitar el tamiz superior, colocarlo sobre una cubeta y con-
tinuar llevando el producto dos minutos mas. Transferir el
producto que pasa por este tamiz al siguiente de la serie y
repetir el lavado del tamiz més grueso durante dos- minutos.
Transferir de nuevo el producto que ha pasado al siguiente
tamiz y repetir hasta que no pase nada en dos minutos (el
punto final se estima mas facilmente en el tamizado humedo
que en el seco).
~_ Repetir con cada tamiz sucesivo la técnica descrita para
el tamiz mas grueso, exceptoc para el producto que pase por
el tamiz mas fino que se desecha. Transferir cada residuo a
un }!idrio de reloj tarado, con la ayuda del chorro de agua
destilada de un frasco lavador. Dejar que las particulas se-
dimenten y decantar la mayor parte del agua. Evaporar el
resto a sequedad en bafio de agua, completando el secado a
100° C (o a otra temperatura segun lo requieran sus propieda-
des fisicas) y pesar el residuo.

10.5. Cdlculo.

En el caso de ensayos con un solo tamiz, expresar el peso
del residuo como porcentaje del peso de la muestra y regis-
trar el resultado como porcentaje de retencién para el tamiz
de ensayo correspondiente. .

Cuando haya que especificar en mas de un tamiz, afadir
al porcentaje del residuo de cada lamiz los porcentajes de re-
siduos calculados dehigual modo, de todos los tamices mas
gruesos de la serie. Anotar el total como porcentaje de reten-
cién al tamiz determinado.

10.6. Observaciones.
10.6.1. Como 9.5.1.
10.6.2. Como 9.5.2.
10.6.3. Como 9.5.3.
10.6.4. Como 9.5.4.

10.7. Referencias.

‘1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1870. MT/59.3.

11. DENSIDAD APARENTE DE PRODUCTOS EN POLVO

(Previa compactacién)

11.1. Principio.

La densidad aparente del producto compactado es la que
adquiere una determinada cantidad de polvo contenida en un
recipiente normalizado, cuando éste se somete a vibracién o
compactacién en condiciones especificas.

11.2. Material y aparatos.

11.2.1. Soporte de madera firmemente sujeto.con tornillos
a una superficie rigida (fig. 11.1).

11.2.2. Probeta de vidrio sin pico, provista de tapén de
goma; la base de la probeta debe ser plana y el peso de la
probeta con el tapon de goma debe ser de 250t 5 g. La pro-
beta debera estar graduada en divisiones de 2 ml, abarcando
la escala de 25 a 250 ml. La distancia entre el 0 y 250 de la
probeta debera ser de 22 a 24 cm. La elevacién total de la
probeta debera ajustarse a los 25+ 2 mm mediante la apli-
cacién a la parte inferior del tope de un suplemento adecuado.

11.2.3. Almonaadilla para la base, de goma, de dureza Brithis
Standard 35 a 50 6 equivalente. .

11.2.4. Cronémetro.

11.2.5. Balanze de platillos de facil acceso que permita una
precision de 0,25 g. _

11.2.6. Papel negro y satinado.

11.2.7. Dediles de goma suave,

11.2.8. Tamiz de 500 p.

11.3. Procedimiento.

11.3.1, Preparacién de la muestra (si se quierel.

Pesar aproximadamente 42 g de la muesira en un trozo
de papel.

Tomar un papel de ensayo negro y satinado (de 25 X 25 cen-
timetros), hacer dos pliegues paralelos formando un canal de
13 mm de ancho en su parte media y por su cara satinada.
Poner el papel en la balanza y equilibrarla con otra hoja
similar. Situar el papel anteriormente preparado sobre la mesa.

Colocar el tamiz sobre cl papel, de manera que haya 5 cm de
separacién entre la tela metalica y el mismo.

Verter el polvo sobre el tamiz y frotar suavemente con los
dedos cubiertos con dediles de goma. Si el tamiz tiende a
obstruirse, levantarlo unos 25 mm y golpear suavemente los
bordes con los dedos (pero no contra la mesa).

Poner el papel con la muestra tamizada en uno de los
platillos, estando en el otro la hoja de contrapéso, junto con
40 g en pesas. Ajustar el peso de la muestra hasta equilibrarlo.

11.3.2. Determinacién.—Tomar 40 g de la muestra tamizada
sobre el papel y colocarlo en posicién inclinada. Con la palma
de la mano coger el papel situdndolo entre el pulgar y los
otros dedos e introducirlo unos 13 mm en la probeta, que se
ajustard con la otra mano formando un angulo de 45 grados,
aproximadamente, con la horizontal. Deslizar suavemente la
muestra en la probeta. Si se introdujeran adherencias se
evitaran dando suaves golpecitos con un dedo al final de la
parte inferior del papel inclinado. La probeta no se golpsara
ni sacudird de ningan modo, y mientras se la estd llenando
no se hara ninguna precion sobre .el polvo del papel.

Colocar el tapén de goma en la probeta sin dar sacudidas;
introducir con cuidado ésta dentro del soporte de madera y
empezar a cronometrar. ’

Con el pulgar y el indice de una mano sujetar con cuidado
la parte superior de la probeta y, durante un segundo, le-
vantarla en toda la extensién de su recorrido. Evitar que en
el tope superior se produzca cualquier impacto indebido, para
que al polvo no se le den sacudidas. Al principio del siguiente
segundo, soltar la probeta quitando rapidemente y por com-
pleto el pulgar y el indice. Continuar este proceso de levantar
y dejar caer la probeta con una frecuencia de dos segundos,
hasta que se hayan contado 50 caidas. Cada vez que se levante
le. probeta se le debe girar unos 10 grados, con ello se con-
seguira que se homogeneice la superficie superior, facilitando
asi la lectura del volumen final.

Al finalizar las 50 caidas, sacar inmediatamente la probeta
del soporte de madera, ponerlo a la altura de la vista y anotar
el volumen ajustandolo a lnos ml mas préximos (V 'nl}. No
ge})e_tolmarse en consideracién cualquier posterior descenso

el nivel.

11.4. Cdlculo.

Calcular la densidad aparente de la muestra (D g/ml), con
dos cifras significativas, mediante la férmula:

40
v

D=
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Fig. 11.1.

11.5. Referencias.

1. Ceilaborative Intlernational Pesticides Analyt1ca1 Council
Limited (CIPAC). Ed. 1976, MT/33.

12. DENSIDAD APARENTE DE PRODUCTGS EN GRANULOS
(Previa compactacion sin p}esién)
12.1. Principio”

La densidad aparonte del producto eompactado es la que
adquiere una determinada cantidad de granulo contenido en
un recipiente normalizado cuando éste se somete a vibracién
o compactacion en condiciones especificas.

12.2. Material y aparatos.

12.2.1. Como en 11.2.1.

12.2.2. Como en 11232,

12.2.3. Como en 11.2.3,

12.2.4. Como en 11.2.4,

12.2.5. Corio en 11.2.5

12.26. Como en 11.2.6 .
12.2.7. Como en 11.2.7 o<
12.2.8, Corio en 11.2.8

12.3. Proceduiiiento. -

Pesar en un vaso 40 g de la muestra e introducir ésta con
cuidado en el interior de la probeta, acoplando el tapén de
gema sin dar sacudidas, Colocaria con ruldado en el soporte
de mauera y empezar a cronometrar.

Con el puigar y el indice de una mano, sujetar con cuidado
la parte supericr de 1a probeta vy, durante un segundo, levan-
tarla _en toda la extensidn de su recorrido. Evitar que en- el
tope superior se producca cualquier 1mpacto indebido- para
que a la muestra no se le den sacudidas.

Al principio del siguiente segundo, soltar la probeta qui-
tando rapidamente y pcr completo ¢l puigar y el indice.

Continuar este procesc de levantar y dejar caer la prchela
con una frecuencia de dos segundus hasta que se hayan con-
tado 50 caidas. .ana vez que se levante la probeta se debe
gira: dnos 1¢ gr=1ns. cen ello se cohseguira que se homoge-
neice la superficie superior facilitando la lectura del volumen
final Al ‘inalizar las 50 caidas, sacar inmediatamente la
prchkeia dei soporte 4= madera y ponerla a la altura de la
vista y anotar el vciumen..-ajustdndolo a los ml mas proxi-
mos (V ml). No debe tomarse en consxderacmn cualquier' pos-
terior descenso del nivel.-

12.4. Cdlculo.

Calcular la densidad aparente de la muestra (D g/ml),
dos cifras significativas, mediante la formula: -

40°
\%

con

D=

12.5. Referencias.

1. Coilaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC) Ed. 1970. MT/58.4.

" Limited (CIPAC).

13. ESTABILIDAD A BAJA TEMPERATURA

13.1.

La muestra se mantiene” & 0° C durante una. hora y se
-anota el volumen de cualquier sustancia sélida o aceitosa
que se haya separado. Continuar el almacenamiento a 0° C du-
rante siete dias y por centrifugaciéon hgcer depositar las sus-
tancias sélidas y- aceitosas anotando su volumen,

Principio.

13.2. Matenal y aparatos. '

13721 Refngerador capaz de mantener- la temperatura a
0°x1-C.-

13.2.2. Tubos de centrifuga de fondo cénico de 100° ml de

capacidad (fig. 13.1).
13.2.3, Centrifuga que proporcione una fuerza centrifuga
relativa en el extremo de !os tubos de 500-a 600 G.

13.2.4. Pipeta de 100 ml de capacidad.-
13.3. Procedimiento. ’
13.3.1. Para concentrados emulsionables y disoluciones.—Po-

ner con exactitud de * 1 ml 100 m]l de una muestra del pro-
ducto en un tubo de-centrifigura. Enfriar el tubo <y su con-
tenido a 0°%+ 1° C en el refrigerador. Si el plaguicida de la
muestra es un producto cristalino, anadir al tubo un pequeiio
cristal del pesticida de gra.do técnico o puro (ver 13.5.1),

Dejar que el tubo: su contenido estén a 0°%X 1° C du-
rante ‘una hora. Durante este tiempo, agitar el contenido del
tubo a intervalos de quince minutos, aaciéndolo, cada vez,
durante treinta segundos, aprox1madamente. Después de. este
periodo, examinar el tubo y anotar el volumen de cualguier
sustancia sélida o aceitosa presente. Volver a poner el tubo
en el refrigerador y dejarle a 0° £ 1° C durante un periodo de
siete dias. -

Transcurridos los siete dias, sacar el tubo del refrigerador
v dejarlo reppsar durante tres horas a temperatura ambiente,
sin que llegue a sobrepasar.20° C. Tapar e invertir una vez
el tubo, destapar'y centrifugar durante quince minutos a una
velocidad tal que la fuerza centrifuga relativa en el extremo
de los tubos sea de' 600 a 600 X G (aceleracién debida a la
gravedad: 9561 cm/seg?).

13.3.2. Dilucién acuosa.—Poner 100 ml de la 'sustancia en
el tubo de centrifuga e introducirlo en el refrigerador durante
cuarenta y ‘ocho horas a 0°* 1° C. Transcurrido este tiempo,
anotar la cantidad.de . cualquier sustancia separada, si la hu-
biere Dejar que el tubo de centrifuga adquiera la tempera-
tura ambiente y anotar de nuevo la cantidad de sustancia
separada.

13.4. Cadlculo.

Anotar el volumen de cada una -de las t‘ases separadas, con
una aproximacién de 0,05 ml.

)

ml
100 | ——
———— 75 187-193
- 50 | 1671

, A -
Fig. 13.1 (dimensiones en milimetros)

13.5. Observaciones.
13.5.1. El cristal de siembra debe ser obtenido de la muestra
que se examma
.13.8. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytlcal Council
Ed. 1970. MT/39.
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14. FLUIDEZ DE LOS PRODUCTOS EN POLVO

14.1. Principio. . ¢

El método es éde’cuado para la determinacién de la fluidez
de los productos en polvo, como por ejemplo, cargas minerales,

formulaciones. en polvo (espolvoreables y mojables), etc. Los -

productos a ensayar deben pasar a través del tamiz de 250 p.
En los productos. cuyo tamaiio de particula sea mayor se
apreciara la fluidez por inspeccién visual.

14.2, Material y aparatos.

14.2.1. Embudo de material adecuado, aluminio o similar
de acuerdo con la descripcion de la figura 14.1.

14.2.2. Frasco de vidrio con tapén a rosce de 100 ml de ca- .

pacidad. .
14.2.3. Tamites de 250 p y 150 .
14.3. Reactivos. '

14.3.1. Arena silicea limpia, seca y que pase por el tamiz
de 250 pt, pero no por el de 150 p.

14.4. Procedimiento.

Verter de 10 a 15 g de la muestra en el embudo’ estandar,
golpear suavemente éste una o dos veces si hiciera falta y ob-
servar si fluye. Si esto ocurre la fluidez es <O». :

Si no fluye, pesar 5 g con aproximacion ‘de 0,1 g de la
muestrd en el frasco (14.2.3), afiadir 5'* 0,1 g de arena y
mezclar a mano durante cinco minutos por -lo menos. Pasar la
mezcla cuidadosamente al embudo, golpear suavemente éste
una o dos veces si hiciera falta y observar si la mezcla fluye,
si la mezcla no fluye a través del orificio, volverla a pasar al
frasco y mezclarla con otros 5+ 0,1 g de arena. Repetir el
procedimiento afiadiendo la arena en porciones de 5 £ 0,1 g has-
ta que fluya.

- 14.5. Cdlculo.

Si la muestra fluye libremente, considerar como indice de
fluidez «0~». Si no, considerar como indice de fluidez el numero
minimo de veces que ha sido preciso afadir porciones de 5 0,1
gramos de arena a los 5 g de muestra para cohseguir que fluya
por lo menos durante quince segundos.

14.6. Observaciones.

14.8.1. Indice de fluidez es el numero minimd de partes en
peso de arena silicea que tiene que afiadirse a una parte en
peso de la muestra para que fluya. : .

14.8.2, Fluidez.—Se .dice que una sustancia «fluye» cuando
sale libremente en chorro continuo, por un embudo estandar
durante quince segundos como minimo.

14.8.3. Cuando exista posibilidad de cargas electrostaticas el
frasco de vidrio debe ser sustituido por un frasco metalico con
tapon de rosca. _

~

e S1mm. 1

Fig. 14.1

14.7. Referencias.

1. .Collaborative International. Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MTv/44, .

16(a). PUNTO DE INFLAMACION EN VASO CERRADO
(Método Pensky-Martens)
15(a).1. Principio.

Determinar la temperatura mas baja a la cual, al aplicar
una llama, se inflama el vapor furmado -sobre la. muestra, pre-.
viamente calentada uniformemente. '

Ap(I:icabIé a productos- cuyo punto de inflamacién es superior
‘a 48° C, .

15(a).2. Material y aparatos.

15(a).2.1. Aparato Pensky-Martens.
15(a).2.2. Termoémetros adecuados para lecturas entre —7 y
93° C; 93 y 110° C; 110 y 370° C.

15(a).3. Procedimiento.

15(a).3.1, Sustancias gue no sean suspensiones de soélidos.

Limpiar y secar perfectamente todas las partes del vaso 'y
sus accesorios antes de empezar el ensayo. Poner especial cui-
dado en evitar el dejar en el aparato restos de disolvente em-
pleado para limpiarlo tras el ensayo anterior. Llenar el vaso
con la muestra a ensayar hasta el enrase. Colocar la tapa
sobre el vaso y ponerlo.en el baifio de aire cuidando de que
estén perfectamente encajadas las muescas semicirculares del
aparato. Insertar el termémetro adecuado. Si se conoce la tem-
peratura aproximada a que se inflamara la muestra, utilizar
directamente el termémetro apropiado. En caso confrario uti-
lizar la serie de termémetros. Encender la llama y graduarla
al tamarfio de una perla de 4 mm de diametro. Calentar a una
velocidad tal que la temperatura leida en el termémetro no
aumente menos de 5°C, ni mas de 6°C por minuto. Agitar a
razon de 90 & 120 r, p. m.

Aplicar por primera vez la llama cuando la temperatura sea
de unos 16° C por debajo del punto de inflamacién esperado.
Aplicar la llama a cada aumento de 1° C, hasta alcanzar los
100° C, y después hacerlo a cada aumento de 3°C. Aplicar la
lHama operando con el aparato que controla.el obturador y el
mechero con la llama del ensayo, de forma que la llama baje
en 0,5 segundos, manteniéndola durante un segundo en su po-
sicibn mas baja y elevarla rapidamente a su posicién mas alta.
No agitar mientras se aplica la llama. ’

Tomar como punto de inflamacion la temporatura que mar-
que el termémetro en el momento en que la aplicaciéon de la
llama origine una clara inflamacién en el interior del vaso.
No confundir €l verdadero punto de inflamacién con el halo
azulado que a veces rodea a la llama de ensayo, en las apli-
caciones que preceden a la que originha la verdadera infla-

~macién. )

Observar y anotar la presién barométrica. La cifra del punto
de -inflamacién se corregiré sumando o restando 0,9°C por
cada 25 mm de Hg en que la presién barométrica esté por de-
bajo o por encima de los 760 mm de Hg.

15(a).3.2. Suspensiones de sélidos.

Llevar la sustancia a ensayar y el aparato a una temperatura
de 10 a 20° C. Llenar completamente €l espacio que hay entre
el vaso y el bafno de aire, con agua a la misma temperatura del
aparato y de la muestra. Agitar a razén de 250 £ 10 r. p. m. Du-
rante el ensayo la temperatura debe ir aumentando a una velo-
cidad(c&)’zmprendida entre 1 y 2° C por minuto, -Continuar como
en 15(a).3.1. ’

_15(a).4. Cdlculo. -

- Expresar los resultados como punto de inflamacién con apa-
rato Pensky-Martens.

Jos resultados de los ensayos duplicados no deben diferir
en mas de las siguientes cantidades:

Reproduci-
Punto de inflamacién Repeticién bilidad
Suspensiones de sélidos ... ... ... ... 2,2° C 3,3° C
104° C e .inferiores ... ... v v vo ons 2,2 C 3,3° C
Superiores a 104° C ... ... e oot e 5,5° C 83 C

15(a).5. Referencias.

1 Collaborative_International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1870. MT/12.3.

15(b). PUNTO DE INFLAMACION EN VASO CERRADO
(Método Tag)
15(b).1. Principio.

Determinar la temperatura mas baja a la cual al aplicar
una llama se inflama el vapor formado sobre la muestra, pre-
viamente calentada uniformemente. Aplicable a productos cuyo
punto de inflamacién es inferior a 79° C. ’

15(b).2. Material y aparatos.

15(b).2.1. Aparato de,ensayo Tag.

15(b).2.2. Una pantella protectora de base cuadrada de
48 cm de lado por 51 cm de- altura, abierta por delante.
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15(b).2.3.

Termémetros adecuados para el vaso de ensayo
y el bafio. '

15(b).3. Procedimiento.

Realizar el ensayo con luz tenue para observar con claridad
la inflamacién. Dicha determinaciéon no debe hacerse en vi-
trina o cerca de ventiladores, ya que darian resultados dudosos.
Colocar el aparato, fijo y nivelado; poner el termdmetro del
bafio en su sitio; poner un recipiente debajo del tubo aliviadero
para recoger el excedente, y llenar el bafio con agua a una
temperatura tal que, cuando empiece el ensayo, la temperatura
del bafio de agua esté al menos. 11° C por debajo del probable
punto de inflamacion de la muestra a ensayar. :
_ Poner el vaso vacio en el bafio de agua; medir 50 ml del
producto a ensayar en una probeta y verterlo en el vaso.

Eliminar,  en la superficie de la muestra cualquier burbuja
de aire que pueda existir empleando para ello un trozo de
papel limpio y seco.

15(b).3.1. Si se dispone de gas.—Tapar el vaso coldcando
en su sitio el termémetro que medira el punto de inflamacion;
encender el mecheho de gas de la tapa, regulando su llama
con la valvula de gas hasta hacerla del tamano de la pequefia
perla blanca de la tapa. T

15(b).3:2. Si no se dispone de gas.—Después de cerrar la
valvula, insertar una mecha de algodén en la boquilla del me-
chero, poner una pequeiia cantidad de hilacha de algoddén en
el depdsito de aceite y llenarlo con aceite de ballena, grasa de
cerdo (o petréleo). Colocar el tapén del depésito de combustible,
pero no enroscarlo muy fuerte, ya que conviene dejar una pe-
quefia abertura para la entrada de aire. : N

Encender el mechero lleno de alcohol, colocarlo en la base
del aparato y ver que esté situado en_el centro. Graduar la
llama de la lampara de alcohol para que la temperatura de la
muestra que esta en el vaso suba a razén de 1°C por minuto
—no mas rapidamente de 1,1° C ni menos de 0,9° C por minuto.
El mechero de gas puede sustituir al de alcohol sin que afecte
apreciablemente al resultado del ensayo. -

Al comenzar la prueba, anotar la presién baromeétrica asi
como la temperatura de la muestra. .

-Cuando la temperatura de la muestra llega a unos 5° C por
debajo del punto de inflamacion probable, se hace girar el
botén de la tapa, para introducir la llama dentro del vaso y
volverla a poner en su posicién primitiva, rapida pero no brus-
camente. El tiempo de esta operacién debe ser aproximadamente
de un segundo.

Anotar la temperatura de la muestra y la hora en que se
hizo la primera introduccién de la llama. : )

Repetir la aplicacién de la llama a cada aumento de 0,6° Cde
temperatura de la muestra, hasta que se produzca la inflama-
cién de ésta dentro del vaso. No hay que confundir la infla-
macién con el ensanchamiento de la llama de ensayo o con el
halo que forma ésta .cuando se introduce -dentro del vaso; la
verdadera inflamacién consumé el gas de la parte superior del
vaso y causa una ligera explosion. (Si el aumento de la tempe-
ratura de la muestra, desde el momento que se introduce por
primera vez la llama, hasta que se alcanza el punto de infla-
macién, es mayor que 1,1°C o menor que 0,9°C por minuto,
se debera considerar dudoso el ensayo y se ajustara la lampara
de alcohol o el mechero de gas para corregir la velocidad de
calentamiento.) ’

Anotar el punto de inflamacién y la hora en que se alcanza.

No apagar la llama de ensayo con la valvula reguladora. De-
jar ésta ajustada para obtener el tamafioc adecuado de llama.

Una vez realizado por completo este ensayo preliminar, reti-
rar la lampara de alcohol o mechero de gas. Levantar la tapa
del vaso y limpiar el termémetro. Se saca el vaso, se vacia y
se seca cuidadosamente. Tirar la muestra una vez se haya
analizado. "

Verter agua fria dentro del bafio de agua, dejando que re-
bose hacia el receptaculo hasta que la temperatura del bafio
de agua descienda a 8° C por debajo del punto de inflamacién
de la muestra, obtenido en el ensayo anterior.

Colocar en el bafio de agua el vaso con 50 ml de muestra
nueva. Eliminar de la superficie de la muestra cualquier bur-
buja, poner la tapa con su termémetro, aplicar la lampara de
alcohol o el mechero de gas; anotar la temperatura de la mues-
tra y la del agua, y repetir el ensayo antes descrito. Introducir
por primera vez la llama cuando la temperatura sea 5,5° C in-
ferior al punto de inflamacién obtenido en el ensayo anterior.

Si los resultados de dos determinaciones difieren en mas de
0,8° C, realizar una tercera determinacién y si la maxima varia-
cién de los tres ensayos no es superior a 1,1°C, se tomara”como

punto de inflamacién el promedio . de las tres, corregido en.

funcién de la presion barométrica. R
15(b) 4.

Leer y anotar la presiéon barométrica.—Cuando las lecturas
del barémetro varien en.mas de 13 mm de Hg de la presién
normal de 760 mm de Hg, el valor del punto de inflamacién
se corregira de acuerdo con la tabla 15(b).I, que ha sido calcu-
lada considerando una diferencia de 0,9° C para cada variacion
de 25 mm en la presion barométrica. - s

Cdlculo.

TABLA 15(b).1

Correccién del punto de inflamacion con la presion barométrica

P. barométrica Correccién P. barométrica Correccién
mm Hg °C mm Hg °oC .
- 700 + 2,2 745 + 0,5
705 + 2,0 - 750 + 0,4
710 + 1,8 755 + 0,2
715 + 1,6 760 +0
720 + 1,4 765 — 0,2
725 + 1,3 770 - 0,4
730 + 1,1 - 775 —0,5"
735 + 0,9 . 780 —0,7
740 + 0,7 785 -— 0,9

15(b).5. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/12.2.

16. MNDJABILIDAD DE POLVQS DISPERSABLES
(Mojables)
18.1. _Principio.

l_)etermina.cién del tiempo empleado para lograr el completo
mojado de los polvos en agua.

16.2. Mate(ial y aparatos.

16.2.1. Vaso de 250 ml de 6,5 £ 0,5 cm de diametro ihterno
y de 0,9 £ 0,5 cm de altura, ) .

18.2.2, Pesasustancias.

18.2.3. Crondretro.

16.2.4. Probeta de 100 ml.

18.3. Reactivos.

16.3.1. Agua patrén como en 1.3.1.

16.4. Procedimiento.

16.4.1. Sin agitaciéon.—Poner 100 £ 1 ml de ague patrén en &l
vaso. Pesar 5 = 0,1 g de una muesira representativa del polvo,
teniendo cuidado de que no se compacte. Afadir de una vez
todo el polvo, dejandolo caer en el agua desde el borde del vaso,
y sin mover para nada el vaso, con objeto de que no se produz-
can agitaciones en-la superficie del liquido. .

Una vez anadido el polvo empezar a cronometrar y anotar
el tiempo . transcurrido (con aproximaciéon de segundo) hasta
que esté completamente moiado (debe despreciarse la pelicula
de particulas que permanecen en la superficie).

16.4.2. Con agitacién.—Realizar la técnica descrita en 16.4.1,
pero el contenido del vaso debe agitarse a mano de forma rota-
cional con una frecuencia de. 120 rotaciones por minuto tras
la adicién del polvo. Referir el resultado como «tiempo de mo-
jado con agitacién»,

16.5.

1. Collaborative International Pesticides Analyticél Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/53.3. .

ANEJO VI

METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS LACTEOS
MANTEQUILLA

9. ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA

Referencias.

9.1, Principio.

Obtencién de los ésteres metilicos de los Acidos grasos me-
diante reaccion con una solucién de hidréxido potasico en me-
tanol y subsiguiente inyeccioén directamente de la disolucién

.de ésteres metilicos en el cromatégrafo.

El método es aplicable a las grasas de mantequillas u otras
que contengen ggidos grasos de longitud de cadena inferior
al C,, y siempre que ol contenido de &cidos libres no exceda
del 1 por 100 expresados en #cido oleico.

9.2, Material y aparatos.

g.2.1. Matraces con boca esmerilada y fondo redondo de
50 y 100 ml de capacidad.

9.2.2. Pipetas aforadas de 1, 2 y 10 ml. .

9.2.3. Matraces aforados de 50 y 100 ml de capacidad.
9.2.4. Probeta graduada de 10 ml. . .

9.2.5. Jeringa de caracteristicas adecuadas para la myecplén
de la muestra, graduada en décimas de ml, con una capacidad
total de 1 a 10 ml. ’ :

9.2.6. Cromatégrafo apto para trabajar en fase gaseosa, pro-
visto de horno capaz de ser calentado hasta 250-300° C y sis-
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tema de regulacion que permita controlar la temperatura con
un error de = 1,0° C. Equipado con programador de temperatura
capaz de Hevar la temperatura del horno de 60° C a 180° C a
una velocidad de 4° C/min. Provisto de regulacién independien-
te de la temperatura del inyector, que podra ser calentado a
una temperatura superior por lo menos en 50° a la maxima
alcanzable por el horno provisto de un sistema de deteccién
sensible, de ionizacién de llama de hidrégeno, que pueda ser
mantenido a la temperatura de la columna a unos 50° C por
encima de la del horno.

9.2.7. Registrador con una tensxén de entrada adecuada a la
salide del amplificador del cromatografo, con una velocidad
de respuesta minima capaz de producir la deflexion completa
de la escala en un segundo; y una velocidad de desplazamiento
del papel de 5 mm/min, que permita la posibilidad de variar
esta velocidad, acelerando o retardando el desplazamiento.

9.2.8. Tubo.de nitréogeno a presion, utilizable como gas por-
tador, debiendo tener una riqueza minima del 99,8 por 100.

9.2.9. Tubos de hidrégeno y aire a presién necesarios para
el caso en que se utilice detector de llama de hidrégeno.. El
hidrogeno debera tener una riqueza minima del 99,8 por 100,
debiendo estar seco. Como medida de seguridad, es muy con-
veniente colocar a la entrada de los gases en el cromatografo,
sendos tubos de desecacion, provistos de tamiz molecular 13X.

9.2.10. Columna cromatogréfica.

9.2.10.1. Columna que satisfaga las condiciones que se in-
dican en 2.6.1.

9.2,10.2. Columna de vidrio con diametro interior de 4 mm y
una longitud aeproximada de 2 mm. Rellenada con Chromo-
sorb G, W o Q (80-100 mallas), conteniendo de 2,5 a 5 por 100
de un poliéster, recomendandose cualquiera de los tres siguien-
tes: dietilenglicolsuccinato (DEGS); etilenglicolsuccinato o adi-
pato (EGS o EGA); polietilenglicoladipato (PEGA).

Antes de emplear una columna nueva en la resolucién de
problemas analiticos, debe ser acondicionada, eliminando todos
aquellos productos volatiles que perturbarian la marcha de la
cromatografia. Para ello, se monta en el cromatédgrafo, sin
conectarla al detector, y se caliente el horno a unos 10° C por
encima de la temperatura méaxima a que vaya a ser utilizada
la columne en trabajos posteriores; haciendo pasar, al mismo
tiempo, una corriente de nitrégeno de 30 a 40 ml/minuto, que
se mantiene durante veinticuatro horas como’ minimo. La co-
lumna sera apta para su utilizacién si, una vez conectada al
detector y en funcionamiento normal, la linea base dibujada
por el registrador acusa la estabilidad del sistema.

9.3. Reactivos.

9.3.1, Metanol absoluto (99,8 por 100).

9.3.2. Hidréxido potéasico, en lentejas.

9.3.3. Eter de petrdleo o hexano. Eter de petrdleo (p. e.: 40-
60° C), cuyo contenido en benceno no sea superior a 0,1 por

100. Hexano normal, que cumpla las mismas especificaciones
del éter de petroleo. :

9,3.4. Heptano normal,
por 1¢0.

9.3.5. Disoluciéon 2 N de hidréxido potdsico en metanol. Di-
solver 11,2 g de hidréxido potasico en 100 m! de metanol.

9.3.6. Esteres metilicos de pureza adecuada para su utili-
zacién como patrones en cromatografia go:-~° —Sa dispondra
de los ésteres metilicos de los acidos mencionados a continua-
cién, debiendo tener una pureza minima de 99 por 100, de-
terminada por cromatografia gaseosa:

con una riqueza minima del 99

Acido butanoico (butirico).

Acido pentanoico (valeriénico).

Acido hexanoico (caproico).

Acido octanoico (caprilico).

Acido decanoico (caprico).

Acido dodecanoico (laurico).

Acido tetradecanoico (miristico). .
Acido hexadecanoico (palmiticol..
Acido octadecanoico (estearico).

Acido 9-octadecanoico (oleico).

Acido 9,12 octadecadienoico (linoléico).
Acido sicosanoico (araquico).

9.3.7. Solucién de referencia I.—En un matraz aforado de
50 ml se pesa, con exactitud de + 0,1 mg, 1 g de pentanoato
de metilo, disolviéndolo en heptano normal y completando
hasta el enrase.

9.3.8. Solucién de referencia II.—En un matraz aforado de
100 m] se pesa, con exactitud de * 0,1 mg, 200 g de pentanoato
de metilo, disolviéndolo en heptano normal y completando
hasta el enrase.

9.4. Procedimiento.

9.4.1. Preparacién de los ésteres metilicos.

En un matraz de fondo redondo de 50 m), pesar con exac-
titud de 0,1 mg, 1 g de grasa. Afiadir 10 ml de éter de
petrdleo ¢ hexano y agitar suavemente hasta disolucién de
la grasa.

En el caso de que se quiera efectuar una determinacién
cuantitativa de los é4cidos butfrico y caproico en la muestra,

agregar a la disolucién en éter de petrédleo de la grasa 1 ml,
exactamente medido, de la solucién de referencia mas adecua-
da; para muestras conteniendo de 1-4 por 100 de acido butirico
se utilizara la solucidn de referencia I; para muestras conte-
niendo menos de 1 por 100 de acido butirico se utilizara la
solucion de referencia II.

Si se desea efectuar solamente un analisis completo de la
fraccién de acidos grasos, para lo que se apllca el método
de normalizacién interna, no sera necesario el empleo de
solucién de referencia.

A la solucion en éter de petr6leo de la muestra, adicionada
0 no de solucion de referemcia, agregar 0,5 ml de disolucién
2N de hidréxido patadsico. Agitar suavemente la mezcla hasta
que sé pongd transparente, para lo cual son suficientes unos
veinte a treinta segundos. Casi inmediatamente después de
observar la clarificacién de la solucién suele apreciarse un
enturbiamiento debido a.la separacién de glicerol, que se se-
dimenta rapidamente.

Inmediatamente después de terminada la reaccién y obser-
vada la sedimentacién, tomar la cantidad necesaria con la je-
ringa e inyectar en el cromatégrafo; una demora en la in-
yeccién de los ésteres meiilicos daria lugar a la formacién
de jabones, con error en la determinacién.

" 9.4.2. Determinacion cromatografica.
9.4.2.1. Condiciones de trabajo.

Temperatura de la columna: Temperatura programada de
60° C a 160° C, con dna velocidad de 4° C/minuto.

Temperatura del inyector: 200° C.

Temperatura del detector: 200° C.

Gas portador: Nitrégeno (o helio) coh un flujo de 60 ml/mm

Flujo de hidrégeno y aire para la alimentacién del detector:
Los flujos dependeran del tipo de detector utilizado, debiendo
determinarse previamente para optimizar la respuesta.

El registro obtenido del cromatograma debe satisfacer las
condiciones que se indican & continuacién; caso conirario, se
repite la inyeccién modificando la cantidad inyectada o la
sensibilidad de trabajo hasta obtener un cromatograma satis-
factorio.

Los requisitos exigibles son los siguientes:

a) El area total descrita en el registro, referida a la sen-
sibilidad maxima utilizada en el curso de “la operacién, debe
ser de un orden aproximado de 2.000 mm?, con una velocidad
del papel en el registrador de 5 mm/min. De esta forma, los
componentes presentes en una cuantia del 0.1 por 100 deben
dar un pico, como minimo, de 2 mm?, siendo, por tanto, per-
fectamente reconocibles.

b) Con el fin de conseguir que todos los picos caigan den-
tro del papel registrador, se. utilizara, en cada caso, la ate-
nuacién de sensibilidad que sea necesaria, cuidando que el
pico de mayor intensidad no sea atenuado mas de ocho veces.

Una vez conseguido un registro satisfactorio, y habiendo
alcanzado nuevamente la pluma la dinea base, se interrumpe
el funcionamiento del registrador y se retira el papel con el
registro para la identificacion de los picos y/o ¢alculos cuan-
titativos.

9.4.2.2. Identificacién de los picos.—Se segmran los criterios
establecidos en el apartado 9.6.2.

9.4.2.3. Determinaciones cuantitativas, — La determinacion
cuantitativa se basa en el principio de que los pesos de cada
uno de los componentes separados en la mezcla son propor-
cionales a las areas comprendidas dentro de los triangulos
dibujados debajo de cada pico. El area de cada triangulo se
obtiene trazando rectas tangentes a las lineas dibujadas en el
registro, prolongandolas hasta su interseccién con la linea base
y multiplicando la altura del triangulo por la mitad de la
base En el caso de hawler” trabajado con atenuaciones dife-
rentes para cada pico, se referiran lodas las medidas a una
misma sensibilidad del registrador, multiplicando la altura por:
el factor de atenuacién ccrrespondiente en. cada caso, y el
valor de la altura asi corregida por la mitad de la base.

9.4.3. Determinacion del contenido de .los acidos butirico
y caproico en la materia grasa,—Esta determinacidén se realiza
por cl método del patron interno, siendo el patron elegido el
pentanoato de metilo.

9.4.3.1. Preparacion de la mezcla de calibracién. Con una
exactitud de * 0,1 mg y en un matraz aforado de 50 ml, pesar
unos 100 mg de cada uno de los siguientes patrones: butanoato
de metilo, pentanoato de metilo y caproato de metilo. Se di-
suelve la mezcla de heptano normal y se diluye completando
hasta el enrase.

Inyectar la cantidad necesaria de la solucion anterior, nor-
malmente 0,2-0,4 1, 1, para que, trabajando a la sensibilidad
media de! aparato, .se consiga situar los maximos de los picos
en una posicién del 70-80 por 100 del recorride total de la
pluma del registrador. Los tres picos deberdn registrarse a
la misme sensibilidad. Si fuese necesario, se diluira la so-
lucién anterior con heptano normal en la relacién necesaria
para poder ajustarse a las prescripciones fijadas. Efectuar,
cuando menos, tres determinaciones consecutivas, que no de-
ben discrepar entre si més del 1 por 100.°

8.4.4. Analisis cuantitativo de la totalidad de los compo-
nentes de la fraccion de 4cidos grasos, comprendiendo del
Cysal Cy ¥ Cias.
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9.4.4.1. Preparacién de la mezcla de calibracién.—Determi-
nar previamente el factor de correcciéon para cada acido com-
ponente de la mezcla, referido a uno cualquiera de ellos que
se toma como patrén, eligiéndose nomalmente para este fin
el acido palmitico, y debiendo tener la mezcla de calibracién
una composicién analoga a la de la mezcla problema.

Para ello, si no se conoce previamente el orden de com-
posiciéon del problema, se realizara una determinacion croma-
tografica de orientacion, realizandose en el registro la cuanti-
ficacién de los componentes suponiendo el mismo factor de
respuesta para todos ellos, efectuando un reparto proporcional

entre las areas medidas.
En un matraz aforado de 50 ml, pesar, con una exactitud
de * 0,1 mg, cantidades de los ésteres metilicos patrones que
se indican a continuacién proporcionales a las cifras de com-
posicién encontradas en el analisis de - orientacion anterior-
mente aludido, o previstas con anterioridad para la muestra.
Los patrones que deben pesarse son los siguientes: butanoato
de metilo; hexanoato de metilo, octancato de metilo, decanoato
de metilo, dodecancato de metilo, tetradecanoato de metilo;
hexadecanoato de metilo, octadecanoato de metilo, oleato de
metilo, linoleato de metilo y eicosanoato de metilo. Se disuelve
la mezcla de heptano normal agregando la cantidad adecuada
de disolvente en relacién al peso total de ésteres metilicos que
se hayan pesado; para unos 500 .mg en total, se deben emplear,
como orientacién,, unos 50 ml de heptano, A continuacion, in-
yectar 0,2-0,« 11 1 para que, trabajando a la sensibilidad media
del aparato, se consiga situar el maximo del pico correspon-
diente al componente mayoritario, en una posicion del 70-80
or 100 del recorrido total de la pluma del registrador. Todos
os picos deben registrarse a la misma. sensibilidad, lo cual
-suele ser perfectamente factible en la grasa de leche; en aque-
llos casos en que la relacion entre el pico mayoritario y el
pico minoritario no permita registrar este ultimo con las di-
mensiones adecuadas para efectuar una cuantificacién correcta
de su area, se podréa efectuar el cambio necesario en la ate-
nuacion del registro, procurando que ésta no sobrepase la
relacion de 4 :1. Si fuese necesario, se diluira la solucién con
heptano normal en la relacién necesaria para poder ajustarse
a las prescripciones fijadas. Efectuar, cuando menos, tres de-
terminaciones consecutlvas, que no deben discrepar enfre si
mas del 1 por 100.

9.5. Cdlculos.

9.5.1. Calculo de los factores de correccion para los acidos
butirico y caproico. Se determinanelas areas de los tres picos,
siguiendo las normas que se contienen en el apartado 5.4, y se
calculan los dos factores correspondientes al C4; y Cg con la
formule siguiente:

Siendo:

fx = factor de correccién del acido x.

x = cantidad vesada del acido x.

Ap = area medida en el registro para el patron de pentanoato.
A, = area medida en el regist~o para el acido x.

P = peso del patron pentanoato.

9.5.2. Calculo del contenido de acidos.—Los contenidos de
écido butirico y acido caproico en la muestra de grasa se calcu-
lan por la férmula siguiente: . .

fx-Ax P
Porcentaje de acido = ——— . 100
A,-M
fx = factor de correccién determinado para cada acido, seglin
se indica en el parrafo anterior.

A, = area medida en el registro para el acido.
P = peso del patrén interno (pentanoato).
A, = Area medida en registro para el patron interno.

g

= peso de la muestra de grasa.

9.5.3, Calculo de los factores de correccion.—Una vez deter-
minadas las areas de todos los picos, siguiendo las normas que
se contienen en el apartado 9.4.2.2, se calcula el factor de cada
‘acido, referido al acido palmitico tomado como unidad, utili-
zando la férmula que se incluye en el apartado 8.5.1, sustitu-
yendo el area Ap y el peso P del compuesto patrén por los
valores correspondientes al palmitato de metilo.

8.5.4. Calculo de composicién de la fraccién de acidos gra-
sos.—Se calcularan las areas corregidas de cada uno de los
componentes de la fraccién multiplicando el Area medida en el
registro por el facltor de correccién determinado segin se in-
dica en el apartado anterior. El contenido de cada componente
vendra dado por la expresion:

fx - Ax

—_—— 100
2 (fx - Ax)

Porcentaje X =

20315
Siendo:
fx = factor de corecci6on del componente x.
Ax = area medida en el registro para el componente x.
Y (x - Ax) = suma de todas las areas corregidas correspon-

dientes a los componentes de la fraccién.

9.6. Observaciones.

9.6.1. La puesta a punto de la columna se determina obte-
niendo la resolucién de dos producfos criticos como son el
oleato y el estearato de metilo, La resolucién viene determinada
por la expresion:

2D
Resolucién = ——
.. O+E
Siendo:

D = distancia entre los dos maximos de los picos del oleato
y el estearato. ‘ . ’

O = ancho de la base del pico correspondiente al oleato.

E =ancho de la base del pico correspondiente al estearato.

Estos valores se determinan sobre el cromatograma obtenido
con una muestra conteniendo cantidades aproximadamente igua-
les de estearato y oleato de metilo, inyectando una cantidad
tal que la altura de estos picos alcance al 25-50 por 100 del
ancho del papel de registro. Si la resolucién calculada es igual
o mayor que 1,0, la columna y el instrumento se encuentran
en condiciones satisfactorias. Todas las columnas en el trans-
curso de su utilizacién sufren una pérdida gradual en la reso-
lucién de los picos; cuando el valor llegue a ser inferior a 1,0,
debera instalarse una nueva columna.

g.8.2, Para la identificacién de los picos se pueden seguir
dos criterios: -

9.8.2.1. Criterio basado en los tiempos de retenciéon.—Refi-
riéndonos exclusivamente a los acitlos que entran normalmente
en la composicidon de las grasas naturales, sus ésteres aparecen
en el cromatograma en orden creciente de sus atomos de car-
bono y a su insaturacién. Esto es, el palmitico (C,¢) aparece
delante del estearico (Cig), y los ésteres en C;3 aparecen en

- el orden estearato, oleato, linoleato y linolenato. El éster del

acido araquico (Cygp), usualmente, aparece antes del linoléni
co (Ciag), pero puede ocurrir lo contrario en algunos casos,
dependiendo del tipo de columna y de las condiciones de su
utilizaciéon, o incluso superponerse el uno al otro.

Operando en condiciones constantes, los tiempos de retencion
son reproductibles en cada especie quimica, siendo el criterio
mas frecuente empleado para su identificacién.

El tiempo de retencion viene dado por la distancia, medida
en el cromatograma, entre el maximo del pico del aire y la
posicién del maximo de la banda. Trabajando eon detector de
llama-de hidréogeno, la salida del aire no se detecta, pudiéndose
tomar, en este caso, el momento en que se inicia la salida del
disolvente, acusada por una fuerte deflexion de la pluma del
registrador,

0.8.2.2. Criterio basado en los tiempos de retencién relativos.
Los tiempos de retencidén relativos son méas reproductibles. Las
retenciones relativas vienen determinadas por el cociente de
dividir el tiempo de retencion de cada pico por el tiempo regis-
trado para el pico del palmitato de metilo, o bien por otro éster®
que se tome como comparacién, determinados todos elios segun
el criterio expuesto en el parrafo anterior.

9.7. Referencias.
1. Instituto de Racionalizacién y Normalizacion del Trabajo.
Una Norma Espaiiola 55.118.
QUESO
1. EXTRACCION DE LA GRASA DEL QUESO
1.1, Principio. ]

Extraccion de la grasa del queso mediante pentano o éter
de petroleo.

1.2. Material y aparatos.

1.2.1. Mortero.

1.2.2, Aparato de¢ extracciéon continuo.

1.2.3. Bafio de agua.

1.3. Reactivos.

1.3.1. Sulfato sédico anhidro.

1.3.2. Pentano o éter de petroleo (p. e. 40-680° C).

1.4. Procedimiento.

Moler la muestra en un mortero con sulfato sédico anhidro
hasta obtener una masa granvlosa. Extraer la masa con pen-
teno o éter de petréleo (se puede usar un aparato de extrac-
cién continuo) y evaporar el disolvente al bafio de agua o a
presion reducida,

1.5. Referencia.
1. Norma’ jinternacional FIL-IDF 32: 1865,
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2. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN MATERIA GRASA
~  2.1. Principio.

El contenido de grasa se determina gravimétricamente por
digestién del queso con acido clorhidrico y subsiguientemente
extraccién de la grasa de una solucién &cido-alcohdlica con la
ayuda de éter dietilico y éter de petrdleo, evaporacién de los
disolventes y posterior pesada de_ los residuos.

La precision del método es de 0,2 g de grasa por 100 g del
producto. h ;

2.2, Material y aparatos.

2.2.1, Balanza analitica. -

222, Probetas o matraces de extraccion adecuados provis-
tos de tapones de vidrio esmerilado o corcho; dispositivos del
cierre que no puedan ser atacados por los disolventes utilizados.
Si se usan tapones de corcho deberan ser de buena calidad,
sometiéndolos a extraccién sucesivamente con éter dietilico y

éter de petréleo. Después se introduciran, al mepos durante |
veinte minutos, en agua a una tempratura de 60° C o superior, -
dejandose enfriar en agua de forma que estén saturados cuando.

se utilicen.

2.2.3. Matraces de paredes delgadas y bases planas de 150
a 250 ml de capacidad. i N

2.2.4. Estufa de desecacion regulable que permita trabajar
_a 102°+2° C, o una estufa de desecacion por vacio (temperatura
*de 70° a 75° C, presion menor de 50 mm de Hg).

2.2.5. Perlas de vidrio o trozos de carburo de silicio, exento
de grasa.’ .

2.2.6. Bafio de agua.

2.2.7. Hojas de pelicula de celulosa, sin barnizar, solubles

en acido clorhidrico, de 6,03-0,05 mm de espesor y de 50 X 75 mm
de superficie, aproximadamente. Las peliculas de celulosa no
deben afectar al resultado del analisis.

2.2.8. Aparato adecuado para la trituraciéon de la muestra.

2.3. Reactivos. .

Acido clorhidrico del 25 por 100 (p/p) (dy = 1,125).

23.1

2.3.2. Etanol del 96 por 100 (v/v) (2.6.1).

2.3.3.- Eter dietilico, exento de perédxidos (2.6.2).

2.3.4. Eter de petréleo que destile a una temperatura que

oscile entre 30° y 60° C. -
2.3.5. La mezcla de disolventes se prepara poco. antes de

utilizarla, mezclando volimenes iguales de 2.3.3 y 2.3.4 (2.8.3),

2.4. Procedimiento.

2.4.1, Preparacion de la muestra.—Antes de efectuar el ana-
lisis, eliminar la corteza, capa o superficie mohosa que recu-
bre el queso, con objeto de obtener una muestra representativa
del queso tal como se consume normalmente. Triturar la mues-
tra con 2.2.8, mezclar la masa triturada rapidamente, y si es
posible triturarla por segunda vez y mezclarla de nuevo con-
cienzudamente (2.6.4), Pasar la muestra preparada a un reci-
piente cerrado hermsticamente hasta el momento del analisis,
que se efectuard en el mismo dia (2.8.5)-

. 24.2. Determinacién.—Secar el matraz 2.2.3 con 2.2.5 en la
estufa durante un intervalo de media hora. Dejar que se enfrie
el matraz a la temperatura ambiente de la balanza y pesar el
matraz enfriado con aproximacién de 0,1 mg. :

Pesar, con aproximacién de 1 mg en el aparato de extrac-
cién 2.2.2 0 en un vaso o matraz de 100 ml, de 1 a 3 g de la

muestra de queso preparada. La muestra del ensayo podra tam-

bién pesarse utilizando una lamina de celulosa 2.2.7, que pos-
teriormente se plegari e introducira en el tipo de vasija selec-
cionada.

Afiadir de 8 a 10 ml de &cido clorhidrico (segun la forme
del aparato_de extraccién) y agitar la vasija ligeramente en un
bafio de agua hirviendo o sobre una Ilama hasta que el queso
esté completamente disuelto. Dejar la vasija en reposo durante
veinte minutos en el bafio de agua hirviendo y después enfriar,
por ejemplo, en agua corriente.

Si la digestion del queso se ha hecho en el aparato de ex-
traccién, afadir 10 ml de etanol y mezclar el contenido, remo-

viéndolo ligeramente, pero de un modo homogéneo en el aparato

sin cerrar.

Si la digestion del queso se ha hecho en una vasija distinte
del matraz de extraccién, verter el contenido de la vasija en
este matraz. Enjuagarlo sucesivamente con 10 ml de etanol,
25 ml de éter dietilico y 25 ml de éter de petréleo, vertiendo
cada vez el disolvente en el matraz de extraccién. Después de
cada adicién mezclar y agitar el matraz de extraccién, segun
se indica a continuacién.

_ Afadir 25 ml de éter dietilico, cerrar el aparato y agitar
vigorosamente, invirtiéndolo repetidamente durante un minuto.
En.fnarlo_ si es necesario, en agua cprriente. Quitar el tapén
cuidadosamente y afiadir 25 ml de éter de petréleo, empleando
los primeros ml para enjuager el tapén y la superficie interna
del cuello del aparato, deiando que el liquido de los enjuagues
penetre en el mismo. Cervarlo, volviendo a colocar el tap?.
agitar e invertirlo repetidamente durante treinta segundos; no
debe agitarse demasiado enérgicamente. Dejar el aparato en
reposo hasta que la capa lquida superior esté completamente
limpida y claramente separada de la capa acuosa. La separacién

podréa también efectuarse mediante el uso de una centrifuga
adecuada (2.6.6); Quitar el tapén y enjuagarlo, asi como tam-
bién el interior del aparato con algunos ml de la mezcla de los
disolventes y dejar que los liquidos de los enjuagues penetren
en el aparato. Transvasar cuidadosamente al matraz 2.2.3, lo
mas completamente ‘posible la capa superior por decantacién o
con ayuda de un sifén (2.6.7). Enjuagar el exterior y el interior

‘del cuello del aparato o el extremo de la parte interior del sifén

con unos cuantcs mililitros de la mezcla de disolventes. Dejar
que los liquidos de los enjuagues de la parte exterior del apa-
rato penetren en el matraz v que los liquidos de los enjuagues
de la parte interior del cuello y del sifén penetren en el apa-
rato de extraccién. Hacer una segunda extracciéon repitiendo el
procedimiento descrito anteriormente (desde la adicién de 25 ml
de éter de petroleo), utilizando solamente 15 ml de éter dieti-
lico y 15 ml de éter de petrdleo. Hacer una tercera extraccién,
pero omitiendo el enjuague final. ..

Evaporar o destilar cuidadosamente la mayor cantidad po-
sible de disolvente (incluido el etanol). Si el matraz es de
poca capacidad. parte de! disoivente tendrd que eliminarse en
la forma citada -anteriormente, después de cada extraccién.
Cuando haya desaparecido el olor a disolvente, calentar el
matraz, apoyandolo sobre un lado durante una hora en la
estufa. Dejar que el matraz se enfrie a la temperatura ambien-

te de la balanza'y pesar con aproximaciéon de 0,1 mg. Repetir

las operaciones de calentar el matraz en estufa y pesar, ca-
lentando a intervalos de treinta a sesenta minutos, hasta que
se obtenga una masa constante. .

Afadir de 15 a 25 ml.de éter de petréleo, con objeto de veri-
ficar si_la materia extraida es totalmente soluble. Calentar li-
geramente y agitar el disolvente mediante un movimiento rota-
torio, hasta que se haya disuelto toda la grasa. Cuando la
materia extraida sea totalmente soluble en el éter de petrdleo,
la masa de grasa sera la diferencia entre las pesadas del ma-
traz 2.2.3 y de la masa constante. En caso contrario extraer
completamente la grasa del matraz mediante lavados repetidos
con éter de petréleo caliente, deiando que se deposite la mate-
ria no disuelta antes de cada decantacién. Enjuagar tres veces
la parte exterior del cuello del matraz. Calentar el matraz,
apoyandolo sobre un lado, durante una hora en la estufa y
dejar que se enfrie a la temperatura ambiente de la balanza
y pesar con aproximacion de 0,1 mg. La masa de grasa ser&
la diferencia entre la masa obtenida anteriormente y esta masa
final. -

2.4.3. Ensayo en blanco.

Al mismo tiempo que sp determina el contenido de grasa
de la muestra. efectuar una determinacion en blanco con 10 ml
de agua destilada, empleando el mismo tipo de aparato de
extraccién, los mismos reactivos en las mismas cantidades y
el mismo procedimiento. Si el resultado del ensayo en blanco
excede de 0,5 mg. deberan comprobarse los reactivos, y el
reactivo o reactivos impuros deberan purificarse o sustituirse.

2.5. Cdlculos.
La.masa, expresa en gramos, de la muestra extraida es:
(M; — M) — (B — By)
y el contenido de grasa en la muestra, expresado en porcentaje,
de la masa gs:
(M; — M;) — (B; — By)

X 100
S
Siendo:
M, = masa, en g, del matraz con la materia grasa extraida.
M, = masa, en g, del matraz sin grasa.
B; = masa, en g, del matraz del ensayo en blanco despuds
de eliminar los disolventes.
B, masa, en g, del matraz del ensayo en blanco.

= masa, en g, de la porcién ensayada.
2.6. Observaciones.

2.8.1. Si no se dispone de etanol se puede utilizar etanol
desnaturalizado con metanol, etilmetilcetona, benceno o éter
de petroéleo.

2.8.2. Para el ensayo de los per6xidos verter 10 ml de éter
en una pequefie probeta tapada con tapon de vidrio, previa-
mente enjuagada con éter, anadir 1 ml de solucién al 10 por 100
de yoduro de potasio, recién preparada. Agitar y dejar reposar
durante un minuto. No debe aparecer ningin color amarillo
en ninguna de las capas. El éter dietflico podra mantenerse
exento de perdxidos, afladiendo una lamina de cinc humeda,
que deber4 sumergirse completamente en una solucién éacida
diluida de sulfato de cobre durante un minuto y después lavar
con agua. Utilizar por litro una superficie de 80 cm? aproxima-
damente de lamina de cinc, cortarla en bandas suficientemente
la_rg%s para que lleguen por lo menos hasta la mitad del reci-
piente.

2.6.3. La mezcla de disolventes podra sustituirse eri aquellos
casos en que su utilizacién se haya previsto por éter dietilico
o éter de petréleo. A .

2.6.4. Si la muestra no se pudiera triturar mezclarla cui-
dadosamente mediante un amasado intenso.
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2.6.5. En caso de que haya que retrasar inevitablemente esta
operacién, tomar todas-las precauciones necesarias para asegu-
rar la conservacién adecuada de la muestra e impedir la con-
densacién de la humedad en la superficie interior.

2.6.6. Cuando se utilice una centrifuga que no esté provista
de un motor trifasico pueden producirse chispas -y entonces
habra que tomar las debidas precauciones pera evitar explo-
siones o incendios debido a la presencia de los vapores de éter,
por ejemplo, en el caso de una rotura de un tubo.

2.6.7.
sea necesario’ tener que afiadir un poco de agua para elevar
el plano intermedio entre las dos capas, con objeto de facilitar
la decantacidn. ’

2.7. Referencia.

1. Codigo de Principios referente a la Leche y a los Pro-
ductos Lacteos. Norma B-3. FIL-IDE 5A : 1969."

3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE EXTRACTO SECO

3.1. Principio.

El extracto seco del queso y de los quesos fundidos es la
masa, expresada en porcentaje ponderal, que queda después
del proceso de desecacion.

La precisién del método es de * 0,1 por 100.

3.2. Material y aparatos.

3.21. Balanza analitica, sensibilidad 0,1 mg. . .

3.2.2. . Desecador provisto de un buen deshidratante (gel de
silice con indicador higrométrico o cloruro de calcio).

3.2.3. Estufa de desecacion que permita obtener una tem-
peratura constante hasta 110° C. : .

3.2.4. Capsulas de niquel o de aluminio de 2 cm de altura,
aproximadamente, y de 6 & 8 cm de diametro. o

3.2.5. Arena de cuarzo de granos gruesos o arena marina
purificada con acido clorhidrico, lavada y calcinada.

3.2.6. Agitadores de vidrio con una extremidad plana.

3.3. Procedimiento.

Colocar 20 g de arena, aproximadamente, y un agitador de
vidrio en la capsula de niquel o de aluminio. Secar la cap-
sula con la arena y el agitador en la estufa a 105° C, hasta
peso constante. Dejar enfriar la capsula en el desecador ¥ pesar.

Colocar rapidamente en la capsula, aproximadamente, 3 g
de la muestra de queso preparada y pesar de nuevo. '

Triturar cuidadosamente la masa de queso con la arena con
ayuda del agitador (3.4.1), Secar la capsula en la estufa durante
cuatro horas a 105° C. Dejar enfriar en el desecador y pesar. .

Proseguir el secado hasta peso. constante separando cada
pesada por una permanencia en la estufa de media hora.

3.4. Observaciones.

34.1, Parg los quesos que fundan a la temperatura de
105° C en una masa cornea, se recomienda guardar primero
la capsula con la masa del queso triturado en el desecador
durante dieciséis horas, a la presién atmosférica normal y a la
temperatura del laboratorio. Se removera de vez en cuando
el contenido de la capsula con el agitador, para evitar la for-
macion de costras.

'3.5. Referencias.

1. Federacién <Internacional de Lecheria. Norma FIL-IDF
4 : 1958.

4. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN FOSFORO ’
4.1. Principio. 7

Mineralizacion de determinada cantidad de muestra con
ayuda de acido sulfurico en presencia de peroxido de hidré-
geno El fosfato se trata con molibdato de sodio y sulfato de
hidrazina como agente reductor. El azul de molibdeno asi
formado se mide por fotometria, calculandose el contenido
en fosforo. . N :

La precision del método es de 0,04 g de fdosforo por 100 de
producto. ’ )

4.2, Material y aparatos.

4.2.1. Balanza analitica. .
4.2.2. Colorimetro fotoeléctrico que permita lecturas-a una
longitud de onda de 700 nm."

4.2.3. Aparato apropiado para triturar la muestra.
4.24, Matraces Erlenmeyer de 25 ml.
4.2.5. Aparato de mineralizacién que mantenga los ma-

traces Erlenmeyer en una posicién inclinada y provisto de un
sistema de calentamiento que no .caliente la parte del matraz
situada por encima dela superficie del liquido. .

4.2.8. Cuerpos que faciliten la ebullicion para la minerali-
zacién: trozos de porcelana o perlas de vidrio,

4.2.7. Matraces aforados de 50, 100, 200, 500 y 1.000 ml,
4.2.8. Pipetas y/o buretas de 1, 2, 5, 10, 20 y 25 ml,
4.3. Reactivos.

4.3.1. Acido sulfurico concentrado (densidad: 1,84 g/ml a
20° C). '

4.3.2,

4.3.3.

Solucién de perdxido de hidrégeno al 30 por 100 (p/v),
Reactivo del molibdato y de sulfato de hidrazina.

Si el trasvase no se efectia mediante un sifén, quiza .

4.3.3.1, Solucion al 2,5 por 100 de molibdate de sodio.—
Disolver 12,5 g de molibdato de sodio Na;MoO; - 2H,0 en acido
sulfurico 10 N, completando hasta 500 ml. : ’

4.3.3.2. Solucién -al 0,15 por 100 de sulfato de hidrazina.
Disolver 0,30 g de HpN NI, . HySO4, en agua destilada, com:
pletando hasta 200 ml.

4.3.3.3. - Inmediatamente antes de su empleo, mezclar 25 ml
de 4.3.3.1 con 10 ml de 4.3.3.2 y diluir la mezcla hasta 100 ml
con agua destilada para preparar el reactivo de molibdato y
de sulfato de hidrazina. Esta solucién no puede conservarse.

4.3.3.4. Solucién normalizada de fosfato.—Disclver 0,4390 ‘g
de fosfato acido monopotasico KH,PO4; en agua destilada has-
ta obtener una solucién de 1.000 ml. Este solucién contiene
100 pg de fésforo en 1 ml. El fosfato de potasio debe haber
sido secado durante cuarenta y ocho horas en presencia de un
agente de desecacion eficaz, por -ejemplo, el acido sulfurico
concentrado. Todos los reactivos deben ser de calidad ana-
litica. ’

4.4. Procedimiento.
4.4.1, Preparacién de la muestra.

Antes del analisis se quitara la corteza o la cara super-
ficial mohosa. del queso de modo que se obtenga una muestra
representativa del queso tal como se consume habitualmente.
La muestra sera triturada a continuacién en un triturador u
otro aparato apropiado y mezclada intimamente, evitando las
pérdidas por evaporacion. ’

" La muestra asi preparada serd conservada en un recipiente
al abrigo del aire hasta su analisis, que debera efectuarse el
mismo dia. : : ’

4.4.2,

Introducir sucesivamente en el matraz Erlenmeyer 0,5 g de
la muestra, pesados con exactitud der 1 mg, algunas perlas
de vidrio o pequefios trozos de porcelona y 4 ml de acido
sulfurico. Calentar con precaucién el matraz Erlenmeyer sobre

Determinacion.

| el aparato de mineralizacién. Al cesar la formacién de espuma,
_enfriar a la temperatura ambiente; afiadir con "precaucién
.algunas gotas de la solucién de peroxido de hidrégeno, ca-

lentar de nuevo. y repetir estas operdciones hasta que el
contenido del inatraz se encuentre limpido e incoloro, Durante
el calentamiento, mezclar el contenido del matraz de tiempo
en tiempo por agitaciéon. Evitar los recalentamientos locales.

Enjuagar el cuello del matraz con unos 2 ml de agua des-
tilada y calentar de nuevo hasta que el agua se haya eva-
porado. Dejar hervir el liguido durante una media hora des-
pués de la decoloracidon, con el fin de eliminar todo indicio
de peréxido de hidrégeno. Evitar los recalentamientos locales.

Después del enfriamiento a la temperatura ambiente, tras-

'pasar el-contenido del matraz a un matraz aforado de 100 ml;

completar hasta el aforo con agua destilada v mezclar.

Llevar ton la pipeta 1 ml de la soluciéon a un matraz afo-
rado de 50 ml y diluir con unos 25 ml de ague destilada.
Anadir 20 ml del reactivo de molibdato y de sulfato de hidra-
zina, llenar el matraz hasta el aforo con agua destilada y
mezclar. Colocar el matraz en agua hirviendo y dejar que se
forme el color durante quince minutos.

Enfriar a la temperatura ambiente en agua fria y, antes
de una hora, medir la densidad 6ptica con relacién al ensaye
en blanco (4.4.4) a una longitud de onda de 700 nm,

4.4.3. Preparacion de la curva patrén.

Diluir en un matraz aforado 10 ml de la solucién normali-
zada 4.3.4 con agua destilada y completar hasta 100 ml.

Introducir en cinco matraces aforados de 50 ml, 0, 1, 2, §
y. 10 ml de-le solucién normalizada diluida con el fin de
obtener una serie de soluciones testigos que contengan 0 (valor
cero), 10, 20, 50 y 100 pg de fésforo. .

Afadir agua destilada a los matraces para obtener un vo-
lumen aproximado de 25 ml, anadir 20 ml del reactivo de
molibdato y de sulfato de hidrazina, llenar hasta el aforo con
agua destilada,. mezclar, colocar el matraz con agua hirviendo
y dejar que se forme el color durante quince minutos.

Enfriar a la temperatura ambiente en agua fria y medir
la dentidad éptica de los testigos con respecto al de valor cero
a una longitud de onda de 700 nm.

Determinar la curva patrén sefialando las diferencias de
densidad 6ptica con respecto a las cantidades de microgramos
de fésforo. ’

4.4.4. Ensayo en blanco.

Efectuar un ensayo en blanco siguiendo el procedimiento
expresado en 4.4.2, pero sin queso.

4.5, Cdlgulo.

Calcular el contenido en fésforo de la muestra por medio
de la férmula: '

Contenido en fésforo (%) = ———
. : 100 W
siendo:
P = peso, en ng, de fésforo obtenide al convertir la medida
obtenida en el colorimetro utilizando la curva patrén.

W = peso, en g, .de la muestra tomada para el analisis.
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4.8] Referencia.

1. Federacion
33A : 1971,

s. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN ACIDO CITRICO

Internacional de Lecheria. Norma FIL-IDE

. 5. 1 Prmctmo

Obtencién de un filtrado claro por dispersi¢n de la muestra
en'agua y clarificacién por la adicién de. acido tricloroacético.
El filtrado se trata con piridina y anhidrido ‘acético y se forma
con el acido citrico un compuesto de color amarillo. El color
obtenido se mide por fotometria.

La precisién del método es de 0,1 g de amdo citrico anhidro
por 100 g de producto.

5.2. Material y aparatos.

5.2.1. Balanza analitica, con precisiéon que permita de 0,001 g.

5.2.2, Colorimetro fotoeléctrico que permita lecturas a una
Jongitud de onda de 428 nm.

5.2.3. Bafio de agua con control termostatlco que  permita
una regulacién g 32° = 1° C,

5.2.4. Aparato apropiado para triturar la muestra

5.2,5. Tubos de ensayo con tapones de vidrio o de plastlco
de 16 6 18 por 150 mm.

5.2.6. Mortero y mano de porcelana de unos 50 ml;

5.2.7. Matraces aforados de 50, 100 y 1.000 ml.

5.2.8. Pipetas y buretas de 1; 1,3; 4; 5,7; 8; i2; 16, y 20 ml.

5.2.0, Embudos de vidrio~ de dlmensmnes apropladas
ejemplo, de 5 cm de diametro.
- 5.2.10. Papel de filtro duro.” Whadman ntimero 540, S y S
589% 6 equivalente. -

5.3.

5.3.1. Acido tricloroacético al 30 por 100 (p/v).—Disolver
300 g de acido tricloroacético en agua? destilada y diluir hasta
1.000 ‘ml.

5.3.2. Piridina.

5.3.3. Anbhidrico acético. - ~

5.3. Solucién normalizada de citrato.—Disolver 0,9565 g de
citrato tris6dico (CgH;O;Nag - 2H;0) en agua destilada y diluir
hasta 1.000 ml. D

por

Reactivos.

/
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica. '

5.4,
5.4.1. Preparac1on de la muestra

Antes del analisis se quitara la corteza o la capa superficial
mohosa del queso de modo que se obtenga una muestra repre-
sentativa -del queso tal como se consume habitualmente. La
muestra sera triturada a continuacién con un triturador u otro
aparato apropiado y/o mezclada intimamente evitando las pér-
didas por evaporacién, La muestra asi preparade sera conser-
vada en Un recipiente al abrigo del aire hasta su anahsls que
debera efectuarse el’mismo dia. .

Procedzml.ento

5.4.2. Determinacién.

Colocar 0,5 g de la muestra, pesada con precisiéon de 0,001 g
en urn mortero de porcelana. Dispersar la muestra machacan-
dola con la mano del mortero y anhadiendo pequefias cantidades
de agua caliente (60°-70° C).

Transpasar el contenido del mortero a un matraz aforado
de 100 ml, empleando unos 50 ml de agua. Enfriar & la tem-
peratura amblente

Afiadir 4> ml de la soluc1én de acido tricloroacético, mezclar
por agitacién, llenar con agua destilada hasta el aforo y mez-
clar de nuevo.

Dejar reposar a la temperatura amblente durante treinta mi-
nutos y filtrar sobre un papel de filtro seco. Desechar la pri-
mera porcion del filtrado hasta 'que se obtenga un liquido lim-
pido; se desechara al menos 10 ml,

Introducir con ayuda de una pipeta 1 ml de filtrado claro
-en un tubo de ensayo provisto de tapén. N

Afiadir al tubo 1,3 ml de piridina. Mezclar y afadir inme-
diatamente 5,7 ml de anhidrido acético. Tapar el tubo y mezclar
intimamente su contenido, colocandolo inmediatamente en un
bafio de agua a 32°C, de;andolo durante treinta minutos.

Retirar el tubo del baiio de Maria, secarlo y medir la den-
sidad O6ptica con relacién al ensayo en blanco (5.4.4) a una
longitud dec onda de 428 nm antes de treinta minutos.

5.4.3, Preparacién de la curva patrén.

Introducir en seis matraces de 50 ml O, 4, 8, 12, 16 y 20 ml
de la solucién normalizada de citrato (5.3. 4) anadir a cada ma-
traz agua destilada hasta obtener un volumen aproximado de
25 ml. Afnadir 20 ml de la solucién de.4acido tricloroacétice (5.3.1);
mezclar por agitacién, llenar haste el aforo con agua destllada
y mezclar de nuevo.

Introducir con una plpeta. 1 ml de cada solucién patrén di-
luida en tubos de ensayo provistos de tapén, con el fin de obte-
ner una serie de testiges que cantengan 0 (valor cero), 50, 100,
150, 200 y 250 pg de acido’citrico anhidro; afadir a cada tubo
1,3 ml de piridina. Mezclar y afadir inmediatamente 5,7 ml de

L

anhidrido acético. Tapar el tubo y mezclar intimamente su ¢con-
tenido. Colocar los tubos sin demora .en un bafio de agua a 32° C
y dejarlos durante treinta minutos.

Retirar los tubos del bafio de agua, enfrl.ar a temperatura
‘ambiente, secarlos y medir la densidad optica de los testigos
con relacién al valor cero,, a una ‘longitud de onda de 428 nm
antes de treinta minutos.

Determinar la curva patron sefalando la diferencia de densi-
dad éptica con relacmn a la cantidad de ac1d0 CltI‘lCO anhidro
en pg.

5.4.4. Ensayo en blanco.

Efectuar un ensayo, en_blanco 51gu1endo el procedimiento
expresado anteriormente, pero sin muestra.

5.5. Cdlculos. ’ )
Calcular el contenido.en acido citrico anhidro por medio

. de la férmula:

C

Contenido en .acido citrico anhidro %
’ . .100 X W

Siendo:- N

C = peso, en pg, de acido citrico obtenido al convertir la
medida - obtenida en el colorimetro utlhzando la curva
patrén.

W = peso,. en g, de la muestra tomada para el anahs:s

' Referencia.
1. Federac:on Internacicnal de Lecheria. Norma FIL-IDF
34B: 1971. * :
-8. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN LACTOSA
6.1. Principio.

Preparacion de un filtrado claro del queso por_ dispersién
de la muestra en agua y defecacion por ferrocianuro de cinc.
A una parte. gel filtrado se le afiade una solucién que contiene
un complejo cuprico. Se determina gravimétricamente el preci-
pitado de 6xido cuproso, formado -pdr la accién reductora de la
lactosa y los resultados obtenidos se - conv1erten con la ayude
de tablas; en lactosa anhidra o hidratada.

La precision del metodo es de 0,15 g de lactosa anhldra por
100 g de producto.

. 6.2. Material y aparatos.

-6.2.1. Balanza analitica. Sensnbllldad 0,1 mg.
. 6.2.2, Estufa regulable a 103° C+2° C.

6.2.3. Mortero de porcelana de un contenido aproxlmado de
300 ml, de un diametro .interior de unos 110 mm, con yna mano
aproplada

6.2.4. Vaso de prempltados de 400 ml,

6.2.5. Crisol filtrante de porcelana de un contenido eproxi-
mado de 35 ml y de una porosidad media de 3-15 micras, cuyo
peso no debe variar mas de 1,0 mg cuando se le ayiica el método
operatorio descrito mas-adelante, sin utilizar el gueso.

6.2.6. Desecador provisto de un agente de desecacién eflcaz
como el gel de silice con indicador de humedad.

6.2.7. Matraz aforado de 500 ml.

6.2.8. .Matraz Erlenmeyer de 500 ml.

6.2.9. _ Pipetas de 25 y 100 m).

6.2.10. Probeta graduada de 20 6 25 ml.

6.2.11. Embudo de vidrio de unos 150 mm de diametro.

6.2.12. Vidrio de reloj destinado a cubrir el vaso de preci-
pitados de 400 ml. o

6.2.13. Varilla de vidrio con proteccién de goma- en la punta.

6.2.14. Dispositivo de aspiracion de una secciéon media.

6.2.15. Matraz de vacio con portacrisol.

6.2.16. Filtro plegado o filtro plano de porosxdad media, de
dimensién correspondiente al embudo 6.2.11.

8.3. Reactivos. ’

6.3:1. Solucién de sulfato de cinc.

Disolver 30 g de sulfato de cinc cristalizado (Zn SO, - 7TH;0)

en agua destilada, completando hasta 100 ml.
6.3.2.

Disolver 15 g de ferrocianuro de potasio cristalizado KsFe
(CN)g - 3}120 en agua destilada comnletando hasta 100 ml.

6.3.3." Solucién de sulfato de cobre.

Disolver 70 g de sulfato de cobre (Cu SOy - SHZO) en agua
destilada, completando hasta 1.000 ml y filtrando si es nece-
sario.

8.3.4. Solucién de tartrato alcalino.

Disolver 350 g de tartrato de sodio-potasio (KNa C4H4Os -

- 4H,0) y 100 g de hidréxido sédico (NaOH) en agua destilada,
completando hasta 1.000 ml. Dejar reposar dos dias en un frasco
tapado y filtrar, La solucién se deteriorari al cabo de un cierto

Solucién de ferrocianuro de potasio.

' tlempo lo que puede falsear el ensayo en -blanco (resultados

mas elevados),
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6.3.5. Acido nitrico diluido: HNO; al 15-20 por 100 en peso.
6.3.6. .Alcohol etilico del 96 por 100, Puede ser desnaturali-
zado con un desnaturalizante apropiado que no deje residuos
después de la evaporacién.

Los reactivos deben ser de calidad analitica.

6.4. Procedimiento.
6.4.1. Preparacién de la muestra para el ensayo.

Antes del analisis se quitard la corteza o capa superficial
mohosa del queso, a fin de obtener una muestra representa-
tiva del queso tal como habitualmente se consume. La muestra
sera triturada a continuacidén en un triturador u otro aparato
apropiado y mezclada intimamente, evitando las pérdidas por
evaporacion. La muestra asi preparada sera conservada en un
recipiente cerrado hasta su analisis, que debera efectuarse el
mismo dia.

6.4.2, Determinacion.

Lavar el crisol filtrante con acido nitrico diluido, enjuagarlo
perfectamente con agua caliente y después con 10 ml de alcohol.
Secar el crisol a 103° C * 2° C durante treinta minutos, ‘enfriar
en un desecador y pesar. :

Colocar, aproximadamente, 10 g de la muestra, pesados exac-
tamente, en un mortero de porcelana. Dispersar la muestra
machacandola con la mano del mortero, aifadiendo pequenas
cantidades de agua caliente (60°— 70° C). Trasvasar el contenido
del mortero a un matraz aforado de 500 ml. Diluir en 400 ml,
aproximadamente.

Afadir 5 ml de la solucién de sulfato de cinc, mezclando sua-
vemente por rotacion del matraz alrededor de su eje, mante-

niéndolo inclinado. Afiadir del mismo modo 5 ml de la_solucién .

de ferrocianuro de potasio. .

Enfriar el contenido del matraz a 20° C y completar con agua
destilada (a 20° C) hasta el aforo. Cerrar €l matraz con un tapén
seco y mezclar intimamente su contenido mediante una agita-
cién enérgica. Filtrar con un papel de filtro seco, desechando
los primeros ml de filtrado.

Tomar con una pipeta 25 ml de la solucién de sulfato de co-
bre (6.3.3) y 25 ml de la solucién de tartrato alcalino (6.3.4) y
llevarlo a un vaso de precipitado de 400 m)l. Mezclar por movi-
miento de rotacién. Calentar la muestrs hasta ebullicién. Afia-
dir 100 ml del filtrado de la muestra con ayuda de una pipeta.
Cubrir el vaso con un vidrio de reloj y calentar de nuevo. De-
tener el calentamiento exactamente seis minutos después de
alcanzar nuevamente el punto de ebullicién. :

Para asegurar una ebullicién mas regular y para evitar las
proyecciones del liguido, se podran anadir pequefios trozos de
piedra pomez tratados previamente de la misma manera que el
crisol y pesados con este ultimo.

Enjuagar el vidrio de reloj con un poco de agua destilada
caliente encima del vaso. Trasvasar todo el contenido del vaso
a un crisol filtrante preparado previamente (segin se indica
con anterioridad). Para efectuar este trasvase ayudarse de cho-
rros de agua destilada caliente y de una varilla de vidrio con
proteccién de goma en la -Hunta. El filtrado debe ser de color
azul. Si es incoloro, repetir el analisis utilizando una cantidad
mas pequena de filtrado diluida en 100 ml.

Enjuagar cuidadosamente el crisol filtrante con agua desti-
lada caliente y después con 10 ml de alcohol. Secar el crisol
durante treinta minutos a 103° C * 2° C, enfriar en un desecador
y pesar. -

6.4.3.

Efectuar un ensayo en blanco siguiendo el procedimiento
descrito pero utilizando 10 ml de agua destilada en lugar de
10 g de queso.

Ensayo en blanco.

8.5. Cdlculos.

Corregir la masa de 6xido cuproso encontrada en el anslisis
de la muestra restandole el resultado del emsayo en blanco.
Buscar en las tablas le cantidad de lactosa anhidra o hidra-
tada correspondiente a la masa corregida de 6xido cuproso.

Calcular el contenido en lactosa anhidra o hidratada de la
muestra con ayuda de la férmula siguiente:

Contenido en lactosa anhidra o hidratada (%) =

50.000 X A 500 X A
= ———— X009 = ——— . 98
VXE

Siendo:

A = masa, en g, de lactosa anhidra o hidratada encontrada
en la tabla.
E = masa, en g, de la muestra de ensayo.
V = volumen, en ml, del filtrado utilizado.
0,99 = factor de correccién para compensar el error de volu-
men que resulta de la presencia de materia grasa y
proteinas en la muestra.

8.6. Referencia.

1. Federacion Internacional de Lecheria. Norma FIL-IDF 43:
1987.

Tabla para determinar la contidad de lactosa (monohidratada
y anhidra) en miligramos, segun la cantidad de 6xido cuproso
en miligramos

Oxido cuproso Lactosa Lactosa anhidra
(Cuy0) monohidratada - (Cyy Hy,0q9)
en mg (C13Hp504; 1 HyO) en mg

en mg
10 5,1 4,8
11 5,8 5,5
i2 6,4 6,1
13 7.1 6,7
14 7.7 7.3
15 8,4 8,0
16 9,0 8,8
17 9,7 9,2
18 10,3 9,8
19 11,0 10,5
20 11,6 21,0
21 12,3 11,7
22 12,9 12,3
23 138 129
24 14,2 13,5
25 14,8 14,1
26 15,5 14,7
27 16,2 15,4
28 16,8 16,0
29 17,5 16,6
30 18,1 17,2
31 18,7 17,8
32 19,4 18,4
33 20,0 19,0
34 20,7 19,7
35 21,3 20,2
36 22,0 20,9
37 22,6 21,5
38 23,3 22,1
39 23,9 22,7
40 24,6 23,4
41 25,2 23,9
42 25,9 24,6
43 26,5 25 2
4 ~ 27,2 25,8
I 45 27,8 28,4
46 8,5 27,1
47 20,1 27,8
48 29,8 28,3
49 30,4 28,9
50 31,4 28,5
51 31,7 30.1
52 32,4 30,8
53 33,0 31.4
54 33,7 32,0
55 34,3 32,8
56 34,9 33,2
57 35,3 33,8
58 36,2 34,4
59 36,9 35.1
60 37,5 35,6
61 38,2 38,3
62 38,8 36,9
83 39,4 37,4
64 40,1 38,1
65 40,8 38,8
66 41,4 38,3
67 42,0 39,9
68 42,7 40,8
69 43,3 41,1
70 4,0 41,8
71 44,6 42,4
72 45,3 43,0
73 45,9 43,68
74 46,6 44,3
75 47,2 4.8
76 47,9 45,5
v 48,5 46,1
78 49,2 48.7
7 49,8 -47.3
80 50,4 47,9
81 51,1 48,5
82 51,8 49,2
83 52,4 49,8
84 53,1 50,4
85 53,7 51,0
86 54,4 51,7
87 55,0 52,3
88 55,7 52,9
89 56,3 53,5
90 57,0 54,2
91 57,8 54,7
92 58,2 55,3
93 58,9 58,0
94 59,5 50,5
95 60,2 57,2
96 60,8 57,8
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Lactosa anhidra

Oxido cuprose Lactosa Oxido cuproso Lactosa Lactosa anhidra
(Cuy0) monohidratada (Cyp HyyO4y) (Cu,O? monohidratada (Cyy Hyo04y)
en. mg (C1oHy904y 1 HyO) en mg en mg (C3H»,04; 1 HO) en mg

en mg . en mg
97 61,4 58,3 189 122,4 116,3
98 62,1 59,0 190 123,0 116,9
99 82,8 59,7 101 123,7 117,5
100 63,4 60,2 192 124,3 118,1
101 64,0 60,8 193 125,0 118,8
102 64,8 61,4 194 125,6 118,3
103 65,3 62,0 195 126,3 120,0
104 66,0 62,7 196 127,0 120,7
105 68,8 63,3 197 127,7 121,3
108 37.3 63,8 198 128,4 122,0 -
107 67, 64,5 199 129,1 122,6
108 68,6 65,2 200 120,7 123,2
109 69,2 65,7 201 130,4 123,9
110 69,9 66,4 202 131,1 124,5
111 70,5 67,0 203 131,8 125,2
112 71,2 37,6 204 132,4 125,8
113 . 71,9 68,3 205 133,1 126,4
114 72,5 63,9 206 133,8 127,1
115 73,2 69,5 207 134,5 127,8
118 73,8 70,1 208 135,2 128,4
ﬂ; ;‘;-E ;‘l’-g 209 135,8 129,0
5 , ,5 5 ,
e e e 210 136 }29 7
211 137,2 30,3
120 76,5 72,7 212 137, 131,0
121 77,1 73,2 213 138,6 1317
122 7,7 73,8 ! ’
214 139,3 132,3
123 784, - 74,5 215 140,0 133,0
124 79.1 75,1 216 140.6 1338
125 79,8 75,8 113 134>
126 80,4 76.4 217 ' '
218 142,0 134,9
127 . 81,0 77,0
128 81’7 776 219 142,6 135,5
129 823 782 220 143,3 136,1
130 33:0 73:9 221 144,0 136,8
131 83.7 8.5 222 144,7 137,5
132 84,4 80,2 323 - 145,4 138,1
133 85,0 30,8 224 146,1 138,7
134 85,8 81.3 225 146,83 139,5
135 86,3 82,0 220 147,5 140,1
136 87,0 82.7 227 148,1 140,7
137 87,7 83,3 228 143.2 141,3
138 88,3 83,9 229 149,4 . 141,
139 89,0 84,8 230 150,1. 142,6
140 89,6 85,1 231 150,8 143,3
141 90,3 85,8 232 151,4 143,8
142 91,0 86,5 233 152,1 144,5
143 91,6 87,0 234 152,8 145,2
144 92,2 87,8 235 153,4 145,7.
145 92,9 88,3 236 154,1 146,4
146 93,6 88.9 237 154,8 "147,1
147 94,3 89,8 238 155,4 147,8
148 94,0 90,2 239 156,1 148,3
149 95,6 90,8 240 156,9 149,1
150 86,2 91,4 241 157,4 148,5
151 96,9 92,1 242 158,1 150,2
igg gg.g gg.g 243 158,7 150,8
, ; 244 159,4 151,4
- 154 98,8 93,0 245 1601 521
155 98,5 94,5 246 1607 1o57
156 100,2 95,2 ’ ’
247 161,4 153,3
157 100,8 -95,8 248 162,0 . 153,9
158 101,5 96,4 249 162,7 154,8
158 102,2 97,1 250 133,4 155'2
160 102,8 97,7 ' '
251 164,0 155,8
161 103,5 98,3
162 1042 o0 252 164,7 156,5
163 104'9 09'7 253 165,4 157,4
161 1058 100'3" 254 168,0 157,7
: ’ 255 166,7 158,4
}32 }%:g }3‘1’12 256 167,3 158,9
187 107.8 102,2 257 168,0 159,6
168 108,2 102,8 258 168,7 160,3
; 259 169,4 160,9
189 108,9 103,5
170 100°6 1044 280 170,0 161,5
171 110.2 1047 261 170,7 162,2
172 1100 1054 262 171,3 162,7
173 111'3 : 1‘06,0 263 172,0 163.4
174 1123 106.7 264 172,8 164,0
175 113,0 107,4 205 173,3 164,68
176 113,8 107,89 266 174,0 165,3
177 114,3 108,8 267 174,7 166,0
178 115,0 109,3 268 175,4 166,6
179 115,86 109,8 269 178,1 167,3
180 116,3 110,5 270 176,8 168,0
181 117,0 11,2 271 177,5 168,68
182 117,8 111,7 272 178,2 169,3
183 118,3 112,4 273 178,8 169,9
184 119,0 113,1 274 179,5 170,5
185 119,7 113,7 276 180,2 171,2
186 120,3 114,3 278 180,9 171,89
187 121,0 115,0 277 101,8 172,5
168 121,7 1158 279 182,3 173,2
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Lactosa anhidra
(Cy Hzp0qy)
en mg

Oxido cuproso Lactosa
(Cu,O) monchidratada
en mg (C15Hy904; 1 Hy0)

en mg
279 183,0
280 183,6
281 184,3
282 185,0
283 185,7
284 186,4
285 187,1
286 -187,8
287 188,5
288 189,1
289 189,8
290 190,5
201 191,2
292 191,9
293 192,6
294 193,3
} 285 194,0
) 296 194,7
297 195,4
298 196,0
299 198,7
300 197,4
301 198,1
302 198,8
303 199,5
304 200,2
305 200,9
306 201,86
307 202,3
308 203,0
309 203,7
310 204,4
311 205,2
312 205,9
313 200,68
314 207,3
315 208,0
316 - 208,7
317 209,5
318 210,2
319 210,9
320 211,6
321 212,3
322 213,0
323 213,7
324 214,4
325 215,2
326 215,9
327 216,6
328 217,3 ¢
329 218,0
330 218,8
331 219,5
" 332 220,2
333 220,9
334 221,6
335 222,4
338 223,1
337 223,8
338 224,5
339 225,2
340 225,9
341 226,86
342 227,2
343 227,9
344 228,68
345 229,3
346 230,0
347 230,7
348 231,4
349 232,1
350 232,8
351 233,5
352 234,2
353 234,9
354 235,6
355 236,2
356 237,0
357 237,7
358 238,4
359 239,1
360 239,8
361 240,5
362 241,2
363 241,8
364 242,5
365 243,2
366 — 243,9
367 - 244.,8
388 245,2

173,9
174,4
175,1
175,8
176,4
177,1
177,7
178,4
179,1
179,6
180,3
181,0
181,6
182,3
183,0
193,6
184,3
185,0
185,6
186,2
186,9
187,5
188,2
188,9
189,5
190,2
190,9
191,5
192,2
192,9
193,5
. 194,2
104,9
195,8
196,3
106,9
197,6
198,3
199,0
199,7
200,4
201,0
201,7
202,4
203,0
203,7
204,4
205,1
205,8
206,4
207,1
207,9
208,5
209,2
209,9
210,5
211,3
211,9
212,8
213,3
213,0
214,6
215,3
215,8
216,5
217,2
217,8
218,5
219,2
219,8
220,5
221,2
221,8
222,5
223,2
223,8
224,4
225,2
225,8
226,5
227,1
227,8

229,1
229,7
230,4
231,0
231,7
232,4
232,9

Oxido cuproso Lactosa Lactosa anhidra
(Cu,O) monohidratada (Cyp HypOyy)
en mg (CyoH5504y 1 HyO) en mg

en mg
369 245,9 233,6
370. 246,6 234,3
371 247,3 234,9
372 248,0 235,6
373 248,7 236,3
374 249,4 236,9
376 - 250,1 237,6
376 250,8 . 238,3
377 251,6 239,0
378 . 252,3 239,7
379 253,0 240,4
.380 253,7 241,0
381 254.4 241,7
382 255.1 2423
383 255,8 243,0
384 256,68 243,8
385 257,3 2444
386 258,0 245,1
387 258,7 245,8
388 259,5 246,5
389 260,2 247,2
390 260,9 247,9
391 261,6 248,5
392 262,3 249,2
393 263,1 249,09
304 263,8 250,6
395 264,5 251,3
396 285,2 251,9
a97 265,9 252,8
398 266,7 253,4
399 2674 254,0
400 268,1 254,7
401 268.8 255,4
402 289,6 256,1
403 270,3 258,8
404 271,0 257,5
405 271,6 258,2
406 272,5 258,9
407 273,2 259,5
408 274,0 260,3
409 274,7 261,0
410 275,5 261,7
411 276,2 262,4
412. '276,9 263,1
413 277,7 283,8
414 278,4 264,5
415 279,1 265,1
416 279,9 265,9
417 280.6 266,6
418 2814 287,3
419 2822 268,1
120 283,0 268,9
421 283,7 269,5
122 284,5 270,3
423 285,2 270,8
424 286,0 271,7
425 286,8 272,5
428 287,6 273,2
427 288,3 273,9
428 289,1 274,6
429 289,9 275,4
430 290,7 276,2
431 291,4 276,8
432 202,2 277,68
433 293,0 278,4
434 203,8 279,1
435 294,5 279,8
436 295,3 280,5
437 206,0 281,2
438 296,8 282,0
439 2087,6 282,7
440 298,4 283,5
441 299,2 284,2
442 299,9 284,9
443 300,7 285,7
444 3014 286,3
445 302,2 287,1
446 303,0 287,9
447 303,7 288,5
448 304,5 289,3
449 305,2 280,9
450 308,0 200,7
LECHE
4, LACTOSA

4.1. Principio.

Después de- desproteinizaciéon y filtracién de la leche, la lac-
tosa se determina por valoracién de la cantidad de hal6geno
reducido en el curso de la reaccién entre la lactosa y el con-
junto ioduro de potasio cloramina T,



20322

30 agosto 1979

B. O. del E.—Num. 208

Este método es aplicable a la lecke natural, no alterada, asi
como a las conservadas por adicién de formaldehido (1 :2.500).

El procedimiento es el que figura en el método numero 4
del anejo III de la Orden de 31 de enero de 1977 («Boletin Ofi-
cial del Estado» de 14 de julio).

9. SACAROSA .
(Determinacion polarimétrica en la leche condensada)

9.1. Principio.

La determinacién se basa en el principio de inversion de
Clerget: mediante un tratamiento suave por acido se hidroliza
completamente la sacarosa, mientras la lactosa y los otros azu-
cares practicamente no se hidrolizan. El contenido en sacarosa
se deduce del cambio del poder rotatorio de la solucién y se
expresa en porcentaje en peso. ,

Este método es aplicable a leche condensada, entera o des-
natada.

El procedimiento es el que figura en el método ntmero 9 del |

apejo III de la Orden de 31 de enero de 1977 («Boletin Oficial
del Estado» de 14 de julio).

j4(a). HARINA DE ALFALFA
(Método comparativo)

14(a).1.
Determinacién.de harina de alfalfa en leche desnaturalizada

Principio.

.

por comparacidon visual y microscépica frente a muestras pa-
tron. ’

14(a).2. Material y aparatos.

14(a).2.1. Tamiz de 0,25 mm de luz de malla.

14(a).2.2. Lupa para 10 a 20 aumentos.

14(a).2.3. Material necesario para observacién microscépica.

14(a).3. Procedimiento.

14(a) .3.1. Preparacion de la muestra patréon de harina de
alfalfa.

Mezclar intimamente muestras de harina de alfalfa adqui-
ridas en el mercado, finamente molidas.

Tamizar la harina obtenida empleando el tamiz 14(a).2.1.

Separar las dos fracciones y. mezclarlas en la siguiente -pro-
porcion: 98 partes de la fraccion mas fina y 2 de la mas gruesa.

Dicha mezcla se considera como muestra patrén de harina
de alfalfa. .

14(a).3.2. Preparacion de las muestras patrén de leche en

polvo-harina de alfalfa.

Mezclar y homogeneizar leche en polvo sin desnafuralizar
y la muestra patron de harina de alfalfa obtenida, segun las
siguientes proporciones: )

Gramos de leche en polvo ... 99 98,5
Gramos de harina de alfalfa: 1 1,5
Porcentaje de harina de al-

falfa, ... ... oo oo e oee o el 1% 1,5 %

87,5 97 96,5 96
2,5 3 3,5 . 4
2% 2,5 % 3% 3,5 % 4%

v

Realizar con estas muestras patrén una serie de preparacio-
nes, colocando en el centro de un portaobjetos 0,6 g aproxima-

damente de cada una de las muestras. Cubrir con otro porta-.

objetos y extender el polvo mediante compresion y giro de los
dos vidrios, hasta lograr una lamina circular de unos 2 cm de
diametro. Sujetar los dos portaobjetos fijando los extremos
con papel adhesivo transparente.

La coleccién de patrones asi obtenida se conserva para ul-
teriores determinaciones.

14(a).3.3. Determinacién de la harina de alfalfa contenida
en la muestra de leche en polvo a analizar. .

Obtener una preparacion en forma analoga a la anterior-
mente descrita y comparar con las muestras patrén de leche
en polvo-haring de alfalfa, separando aquéllas que, a simple
vista, sean analogas o muy préximas a la muestra problema.

Proceder a una comparacién microscépica entre la muestra
a analizar y cada una de las muestras separadas, empleando
lupa de 10 a 20 aumentos, considerando tanto el tamano como
la densidad de las particulas que aparecen en una secrie de
campos, obteniendo valores medios y expresando los resultados
en porcentaje de harina de alfalfa contenida en la leche en
polvo analizada.

14(a).4. Referencias.

1. A. Lépez, M. del C. Diaz-Pefalver y J. Gutiérrez: «Le-
ches desnaturalizadas. ComprobaciQn de la desnaturalizacién de
las mismas». o

14(b). HARINA DE ALFALFA

(Método gravimétrico)
14(b).1. Principio.

Separacion de las particulas de alfalfa por lavado con agua
y posterior determinacion gravimétrica.

14(b).2. Material y aparatos.

14(b).2.1. Vaso de precipitados de 250 ml.
14(b).2.2. Tamiz de 0,25 mm de luz de malla.
14(b).2.3. Embudo.

14(b).2.4. Matraz Erlenmeyer de 2.000 ml.
14(b).2.5. Trompa de vacio.

14(b) .2.6. Placa filtrante de vidrio del numero 1.
14(b).2.7. Estufa de desecacion.

14(b).3. Procedimiento.

Pesar 50 g de leche desnaturalizada en un vaso de precipi-
tados de 250 ml y adicionar 150 ml de agua. Una vez bien
impregnada la leche desnaturalizada, formar ung papilla fina
por agitacién mediante una varilla con el extremo curvado en
forma de U '

Aﬁa_dir a continuaciéon otros 100 ml de agua, agitar y pasar
la papilla a través del tamiz 14(b).2.2 (previamente desecado
& 100° C hasta peso constante, con precisién de 0,01 g) colocado
sobre un embudo y éste a su vez sobre un matraz Erlenmeyer
de 2.000 ml (fig. 1). )

Lavar el vaso y el tamiz afadiendo poco a poco agua &
40°C en chorro fino, removiendo los pequefios grumos con

ayuda de la varilla hasta que toda la leche haya sido arras-
trada por el agua. Se precisan aproximadamente 1,5 litros.

Dejar escurrir €l tamiz y desecarlo en estufa a 100° C, colo-
cado sobre un papel de filtro.

Una vez desecado el tamiz hasta peso constante, se pesa
con aproximacién de 0,01 g, recogiéndose en él previamente
las particulas que pudieran haber caido en el papel de filtro
a medida que se producia la desecaciéon de la harina de alfalfa.
Se obtiene asi un peso py. ’

Las particulas de alfalfa, a causa de la humedad, sufren un
hinchamiento, por lo que es necesario tamizar de nuevo des-
pués de la desecacién y de exponer €l tamiz a humedad am-
biente durante dos horas, obteniéndose asi el peso p; de la
cantidad retenida por el mismo.

Filtrar.a vacio la leche recogida en el Erlenmeyer a través
de la placa filtrante 14(b).2.6, cuyo fondo y paredes se han
recubierto de algoddon (fig. 2). Antes de iniciarse la filtracién,
pesar con aproximacién de 0,01 g, la placa y el algodén pre-
viamente desecados a 100° C. La filtraciéon se realiza anadiendo
la leche poco a poco sobre el centro de la placa, cuidando que
el vacio no sea demasiado intenso para evitar la formacion
de espuma. Lavar con abundante agua a 40° C hasta que ésta
pase completamente transparente. -

Desecar la placa a 100° C hasta peso constante y pesar co
aproximacién de 0,Q1 g. Se obtiene asi el peso de las partigulas
de alfalfa, pj.

14(b) .4. Cadlculos.

La humedad propia de la harina de alfalfa se estima en
un 8 por 100. Los valores reales de la harina de alfalfa total
contenida en 50 gramos de muestra (P) y de la retenida por
el tamiz (p), seran:

. 8 (p; + p2)
% de. harina de alfalfa P = p; (p1 + p3 + —)
100

P =Dz
14(b).5. Referencias.

1. A. Lopez, M. del C. Diaz-Pedalver y J. Gutiérrez: «Le-
ches desnaturalizadas. Comprobacién de la desnaturalizacién
de las mismas».

FENOLFTALEINA EN LECHE DESNATURALIZADA |
(Método cualitativo)

15(a).

15(a).1,

Deteccién de fenolftaleina en leche desnaturalizada en pre-
sencia de una solucién alcalina.

15(a).2. Material y aparatos.
Tubos de ensayo 180/60.

15(a).3. Reactivos.

Solucion de hidréxido s6dico 2 N.
15(a).4. Procedimiento. )

Principio.

Poner en un tubo de ensayo 160/60, aproximadamente, 0,5 g
de leche en polvo, afiadir 10 ml de agua destilada y agitar
hasta lograr una emulsién uniforme. Afadir 2 ml de solucién.
2 N de NaOH. -
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La presencia de fenolftaleina en la muestra se manifiesta
por la aparicion de una serie de puntos rojo-rosados que se
ensanchan, intensificando su color hasta llegar a un-maximo,
para empalidecer seguidamente y llegar a desaparecer {rans-
currido un cierto tiempo.

Comparar con un patrén de.leche en polvo conteniendo
fenolftaleina al 1/20.000. .

15(b). FENOLFTALEINA EN YOGUR, GALLETAS Y CHOCOLATE
(Método cualitativo)

15(b).1, Principio.

‘Extraccién y concentracién de la. fenolftaleina presente en
el alimento e identificacién por viraje a color rojo en medio
alcalino que desaparece en medio éacido. La separacién y
concentracion de la fenolftaleina se realiza por extraccién
etérea y soluciones alcalinas.

15(b).2:

15(b).2.1.
15(b).2.2.

Material v aparatos. .

Centrifuga que alcance 3.000 r.p.m, ~
Aparato de destilacion. i i
15(b).3. Reactivos.
15(b).3.1. Eter etilico. : N
15(b).3.2. Solucién de hidroxido sodico al 1 por 100.
15(b) 3.3. Acido sulfurico al 5 por 100.
15(b).4. Procedimiento.
Pesar 50 g de la muestra, reducida a polvo, si es necesario,
y llevar a un matraz Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.
Anadir 50 ml de éter etilico. Agitar suavemente durante 3 a 5
minuios. . .
Centrifugar la mezcla asi obtenida a 1.500-2.000 r, p. m. du-
rasite diez minutos. Recoger el liquido sobrenadante.
Volver a emulsionar el sedimento con nueva aportacién de
éter eiilico, agitanco durante dos-ires minutos. -
Centrifugar en las mismas condiciones y recoger el sobre-
nadante anadiéndolo .a la centrifugacién anterior, .
Repetir esta operacién por tercera vez. Reunir todas las
porciones de extracto etéreo y destilar para eliminar el éter,
tomando las precauciones habituales en este tipo de destila-
cién. Queda un residuo graso abundante. - ’

Anadir- al residuo graso solucién acuosa de hidroxido sé-.
dico al 1 por 100. Agitar suavemente durante 2-3 -minutos..

Si es nécesario, calentando suavemente.: :
Centrifugar la emulsion obtenida a 2.000-3.c00 r. p. m. du-
rante cinco minutos. : ..
Eliminar la capa superior grasa y tomar la ffaccién acuosa
infericr. Cuando el producio contenga fenolftaleina, la capa
acuosa prescnta una coloracién rcia rosada que desaparece al
acidificar con Acido suifurico al 5 por 100 y vuelve a reapa-
recer si se alcaliniza el medio. :

16. FECULA
(Método comparativo)

16.1. Principio.

Determinacién de fécula en leche desnaturalizada por com-
paracién con muestras patron.

16.2.

16.2.1. Matraz aforado de 100 ml,
16.2 2. Probeta de 16 ml.
16.2.3. Pipeta de 10 ml.

16.3.
Solucion de iodo 0,1 N.
16.4.

16.4.1.

Mezclar intimamenie 80 g de salvado y 2¢ g de fécula d
la misma naturaleza que la que se pretende identificar. '

Material y aparatos.

Recactivos.

Procedimiento.
Preparacién. del desnafuralizante patrén.

16.4.2. Preparacion de patrones de leche descremada en pol-
vo y desnaturalizante patron.

Mezolar haciendo uso del mortero, segan las siguientes pro-
porciones: ’ '

[eche descre- Desnaturali-

Patron i'mada en polvc zante patron .
. .5 @ ®
Num. 1 ... .. 85 ' 15
Nam. 2 ,, ... €0 20
Num. 3 ... ..

K3 25

16.4.3. Determinacién de la muestra. -

Pesar exactamente un gramo de la muesira con precision
de 0,01 gramos. Pasar a un mortero y preparar una papilla
con 25 ml de agua hirviente y verter en un matraz aforado
de 100 ml. Lavar el mortero con agua caliente repetidas -veces
vertiendo los liquidos de lavado en el matraz hasta obtener
unos 73 ml; agitar enérgicamente y llevar a un bafioc de Maria
durante diez minutos, agitando de cuando en cuando; enfriar’
el matraz al chorro de agua fria y llevar el contenido exac-
tamente a 100 ml..

Tomar 10 ml exactamente medidos y pasar a una probeta
de 100 ml. Afadir 80 ml de agua destilada, 1 ml de sgolu-
cién I, 0,1 N, completar hasta el enrase con agua destilada;
agitar enérgicamente.

Verificar el mismo método con los tres patrones prepara-
dos. El "color desarrollado en la muestra se compara a ,los
cinco minutos con el de los tres patrones.

17. SALVADO
17.1. Principio.
-_'Separacién por tamizado del salvado y determinacién gra-
vimétrica. oo '
] 17.2. Material y aparatos.

17.2.1. Tamiz de 0,210 mm de luz de malla.
17.2.2. Tamiz de 0,074 Inm de luz de malla.
17.2.3. Estufa de desecacion. -

- B

17.3. Procedimiento.

Pesar - con precisién' de 0,01 g, 20 g de leche .y tamizarla
exhaustivamente a través del tamiz 17.2.1 estandar. Recoger
cuidadosamente la fraccién de salvado retenida por el tamiz

'y pesar.

A . continuacién, 'émpastar ‘con agua la parte tamizada, des-

_ haciendo todos los™ grumos que puedan formarse con ayuda

de una varilla de vidrio con el extremo curvado en forma
de U y diluir con agua hasta completar unos 300 ml. _

Verter la emulsién sobre el tamiz 17.2:2, previamente de-
secado- a 100° C hasta peso constante; lavar repetidamente el
residuo que permanece en el tamiz' hasta que las aguas de
lavado pasen transparentes e incoloras. Desecar el tamiz en
una estufa a 100° C™ hasta peso .constante, -

17.4. Cdlculos. -

~

El contenido en salvado en 100 gramos de la muestra viene
dado por: :

Ps=5@+13Mh
Siendo:

= peso, en g, de la fraccién de salvado retenida por el
tamiz de 17.2.1. .
a = peso, en g, de la fraccién de salvado retenida por el
tamiz de 17.2.1.

17.5. Observaciones. \

17.5.1. Se estima que la pérdiﬂa que sufre ol salvado por
lavado y desecacion es del 30 por 100. -

18. FECULA 4 SALVADO
18.1. Principio.

Separacién por centrifugacion de la fécula y del salvado
y determinacién gravimétrica. N

18.2. Material y aparatos.

18.2.1. Centrifuga de 3.000 r. p. m.
18.2.2. Estufa de desecacion al vacio.

18.3. Reactivos.

Solucién yodo-yodurada., Mezclar 1 g de iodo y 2 g de ioduro
potasico en agua destilada. hasta 200 ml. Mantener la solu-
cién en el frascu cuentagotas.

18.4. Procedimientd.

-

Pesar con dproximacién de 0,001 g, 0,5 g de la muestra
de leche a analizar y colocarla en un tubo de centrifuga pre-
viamente pesado con igual exactitud. Afadir 100 ml de agua
destiladg fria y agitar coh una varilla de vidrio hasta disolu-
cién de la leche. A continuacién, centrifugar a 3.000 r. p. m.

Decantar la emulsién sobrenadante y afiadir 10 ml de agua
destilada fria al residuo insoiuble; agitar de nuevo con una
varilla, centrifugar otros quince minutos a idénticas revolucio-
nes y decantar. Repetir estas operaciones al menos cuatro
veces, }

Los liquidos obtenidos por decantacién tras la cenfrifuga-
cién no deben dar coloracién azul-con solucién yodo-yodurada.
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Desecar a 80° C en estufa de vaclo el residuo final gon-
tenido en el tubo de centrifuga, hasta peso constante. El peso
del residuo representara el peso total del desnaturalizante con-
tenido en 0,5 g de la leche desnaturalizada. N

18.5. Cdlculo.

El salvado contiene una humedad media que puede cifrarse
en un 10 por 10u; por ello, el peso del residuo centrifugado
debe incrementarse en la humedad correspondiente al salvado
contenido en 0,5 g de leche, que en un producto correctamente
desnaturalizado al 20 por 100 sera 0,008 g.

El peso del desnaturalizante total sera:

L - 100 (Bs + h)
% desnaturalizante = =

Siendo:’
Rs = peso, en g, del residuo.

h = factor de correccién de humedad del salvado = 0,008 g.
P = peso, en g, de la leche desnaturalizada.

ANEJO. VII
METODOS DE ANALISIS DE PIENSOS
1.. UREA
1.1, Principio.

La urea se determina gravimétricamente por précipita'cién
con xanthidrol. Este método es aplicable a productos lacteos.

1.2. Material y aparatos.

Matraz aforado de 100 ml de capacidad.

1.2.1.

1.2.2. Baiio de agua.

1.2.3. Crisol de fondo poroso.

1.2.4. Estufa de desecacién, regulable a 105°C.
1.2.5. Balanza de precision.

1.3. Reactivos.

1.3.1, Alcohol de 96°. .

1.3.2. Acido acético glacial.

1.3.3. Solucién de xanthidrol.

1.3.4. Alcohol de 96° saturado de dixantil-urea.

Afiadir por cada gramo de urea 8,60 g de xanthidrol, es de-
cir, 66 ml de xanthidrol al 10 por 100 en metanol, formandose
un precipitado de dixantil-urea. Filtrar por crisol filtrante, que-
dando retenido el precipitado. Pasar por €l mismo crisel alcohol
de 98° con lo que se obtiene el alcohol de 96° saturado de
dixantil-urea.

1.4. Procedimiento.

Pesar unos 3 g del producto e introducirlo en un matraz
aforado de 100 ml que contenga 20 ml de agua destilada y agi-
tar durante una hora. Enrasar con alcohol de 98° y agitar-de
nuevo durante unos quince minutos. Dejar reposar unas dos
horas y filtrar por papel de filtro. . .

Poner 50 ml de filtrado en un vaso (25 ml si se trata de un
producto rigo en urea) y concentrar al bafio de agua hirviendo
hasta un volumen de unos 10 ml. Afiadir 35 ml de acido acético
glacial y 2 ml de solucion recientemente preparada de xanthi-
drol al 10 por 100 de metanol, repitiendo la adicién otras cuatro
veces a intervalos de cinco a diez minutos. Dejar reposar du-
rente una hora, como minimo, y filtrar el precipitado formade
a través de un criso} de fondo poroso previamente tarado.

Lavar tres veces empleando cade vez 5 ml de alcohol de 96°
saturado de dixantil-urea, desecar en estufa a 105° C hasta peso
constante y pesar.

1.5. Cdlculog.
1 g de dixantil-urea = 0,143 g de urea.

. 2-P.14,3
Porcentaje de trea = ———«-——
P
Siendo: ’

P' = peso, en g, de dixantil-urea encontrado.
P’ = pesq, en g, de muestra analizada. -

2. ALCALOIDES EN ALTRAMUCES

2.1, Principio.’ ’

. L’os alcaloides son puestos en solucién en una mezcla de éter
dietilico y de cloroformo, extrayéndose por acido clorhidrico.
Lps alcaloides son precipitados por el acido silico-tungstico, in-
cinerados y pesados.

2.2. Material y aparatos. v

12.2.1. Agitador mecanico.

2.2.2, Capsula de incineracién de platino, cuarzo o porce-
lana. :

2.2.3. Horno de mufla eléctrico.

2.3. Reactivos, -

2.3.1. Eter dietilico.

2.3.2, Cloroformo.

2.3.3. ‘Solucion de hidréxido sodico 4 N.

2.3.4. Acido clorhidrico ¢,3 N.

2.3.5. Cloruro sodico.

2.3.8. Solucién al 1g por 100 (p/v) de acido silico-tungstico

Si0,12WQy5 - 26H,0.
2.4. Procedimiento.

Pesar, con aproximecién de 5 mg, 15 g de la muestra e intro-
ducirla en un recipiente de unos 200 ml provisto de tapon es-
merilado. Afriadir 100 ml de éter dietilico y 50 ml de cloroformo
exactamente medidos e inmediatamente y con la ayuda de unea
bureta graduada, 10 ml de la solucién de hidréxido sodico. Agi-

| tar vigorosamente al principio para evitar la formaciéon de gru-

mos, continuando la agitacion -a intervalos; dejar reposar hasta
el dia siguiente. Si el liquido sobrenadante no estd totalmmente
limpio, afadir algunas gotas de agua; filtrar la tapa de éter-
cloroformo. Recoger 50 ml de filtrado en un matraz aforado
de 50 ml y traspasarlos cuantitativamente con la ayuda de 50 ml
de éter dietilico a una ampolla de.decantacion de 150 ml. Ex-
traer tres veces. sucesivas con 20 ml de acido clorhidrico, dejar
decantar y recoger el extracto acido después de cada extrac-
cién. Reunir los extractos dcidos en un matraz de 250 ml y eli-
minar las ultimas trazas de éter y del cloroformo calentando li-
geramente. Anadir alrededor de 1 g de cloruro de sodio, dejar
enfriar y precipitar los alcaloides mediante la solucion del acido
silico-tungstico (2.6.1). Agitar mecanicamente durante treinta
minutos, dejar reposar durante una noche, filtrar sobre filtro
de cenizas conocidas y lavar el precipitado sucesivamente por.
dos veces con 10 ml y dos veces con 5 ml de acido, clorhidrico.

Situar el filtro que contiene el precipitado en una capsula
de incineracién e incinerar a 900° C. Dejar enfriar y pesar.

2.5. Cdlculos.
% alcaloides = 0,2 P
Siendo: = N

P = peso de las cenizas. E
Expresar. los resultados en porcentaje de la muestra.

2.6. Observaciones.

2.8.1. Afadir solucién silico-tungstica hasta que se vea que
no se forma mas precipitado blanco lechoso de alcaloide.

2.7. Referencias.
1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nume-
ro 155/36. . -

3. PROTEINA TOTAL

(Proteina bruta}

3.1. Principio.

Mineralizar la muestra por via humeda ¥ alcalinizar por me-
dio de solucién de hidréxido sodico. El amoniaco liberado es
arrastrado por destilacién y recogido en una cantidad determi-
nada de 4cido sulfurico, valorando el exceso con solucién de
hidréxido sédico. ’

-3.2. Material y aparatos.
3.2.1. Mineralizador y destilador Kjeldahl.

3.3. Reactivos.

'3.3.1. Sulfato de potasio.
3.3.2. Catalizador.—Oxido de cobre (CuQ) o sulfato de cobre
cristalizado (SO4Cu - 5H;0).

3.3.3. Cinc granulado. .

3.3.4. Acido sulfdrico d = 1,84.

3.3.5. Acido sulfurico 0,1 N.

3.3.8. Acido sulfurico 0,5 N.

3.3.7. Indicador de fenolftaleina.—Disolver 100 mg de fenol-
ftaleina en 100 ml de etanol del 70 por 100 (v/v).

3.3.8. Rojo de metilo.—Disolver 300 mg de rojo de metilo en
100 ml de etanol del 85-96 por 100 (v/v).

3.3.9.. Solucién de hidréxido sédico al 30 por 100 (p/v).

3.3.10. Solucién de hidréxido sédico 0,1 N.

3.3.11, Solucién de hidréxido sédico 0,25 N.

3.3.12. Solucio6n saturada de sulfuro sédico.

3.3.13. .Solucién de sulfuro potasico al 4 por 100 {p/v).

3.3.14. Solucién de tiosulfato sédico al 8 por 100 (p/v).

3.3.15. Piedra pémez en granos, laveda con 4cido clorhidri-

co y calcinada.
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3.4. Procedimiento.

3.4.1, Mineralizacion.—Pesar con precision de 1 mg, aproxi-
madamente, 1 g de muestra e introducirla en el matraz de mi-
neralizaciéon. Anadir 10 a 15 g de sulfato potésico, 0,3 a 0,4 g
de catalizador 6xido de cobre, 0,9 & 1,2 g de sulfato cuprico,
25 ml de acido sulfurico y algunos granulos de piedra pomez.
Homogeneizar. Calentar el matraz inicialmente con moderacion,

agitando de vez en cuando hasta carbonizacién de la masa y.

desaparicion de espuma; calentar mas intensamente hasta ebu-
1licidon evitando el sobrecalentamiento .y adherencia de particu-
las orgéanicas. K )

Cuando la solucién aparece transparente e incolora (verde
cldro en presencia de catalizador a base de cobre), mantener
la ebullicién una hora dejando enfriar a ¢ontinuacion.

3.4.2, Destilaciéon.—Anadir con precaucién y agitando 250 a -

350 ml de agua, comprobando que los sulfatos estan disueltos
totalmente. Dejar enfriar, afiadir algunos granulos de cinc y
algunas gotas de indicador de fenolftaleina.

Introducir en el matraz colector del aparato de destilar 25 ml,
exactamente medidos, de acido sulfarico-0,1 N o6 0,5
que el producto sea -pobre o rico en materias nitrogenadas, y
algunas gotas=del indicador rojo de metilo.

Unir el matraz al refrigerante del aparato de destilar, su-
mergiendo la parte extrema de éste en el liquido del matraz
colector, por lo menos, 1 cm. Introducir lentamente en el ma-
traz, por medio de un embudo con llave, 120 ml de solucién
de hidroxido sodico al 30 por 100, o mas cantidad si fuera ne-
cesario, debiéndose: mantener la coloracion roja hasta el fin
de la destilacién.

Calentar el matraz de tal manera que se destile 150 ml de
liquido en treinta minutos. Después de este tiempo, comprobar
la neutralidad del destilado por medio del papel de tornasol.
Si la reaccion es alcalina, continuar con la destilacién hasta
que el papel de tornasol indique neutralidad en la solucién,
Al final de la destilacion, observar de vez en cuando la colora-
cién de la solucién en el colector. Si vira a amarillo, afadir
inmediatamente un volumen exactamente medido de acido sul-
furico 0,1 N 6 0,5 N, i

3.4.3. Valoracién.—Valorar en el matraz colector el exceso
de acido sulfurico con la solucién. de hidréxido sédico 0,1 N
6 0,25 N, segin la normalidad del 4cido sulfurico utilizado hasta
que la solucion vire al amarillo claro.

3.5. Cd¥culos.

1,4 - 6,25
% de proteina en la muestra = ———— (VN — V'N’)
Siendo:
P = peso, ®n g, de la muestra,
V = volumen, en ml, de acido sulfurice introducide en el
vaso.
N = normalidad de la solucién de acido sulfurico.
V’ = volumen, en ml, de NaOH consumidos en la valoracién.
N’ = normalidad de la solucién de NaOH. '

3.6. Observaciones.

3.6.1. Para productos pobres en materias nitrogenadas, in-
troducir en el matraz colector 25 ml de acido sulfarico 0,1 N.
Este volumen puede ser reducido, si es necesario, a 10 6 15 ml
v completar a 25 ml con agua destilada.

3.8.2. Para los productos ricos en materias nitrogenadas,
tales como las harinas de carne q de pescado, utilizar 25 ml de
acido sulfarico 0,5 N.

3.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nume-
ro L 123/9.

GRASA BRUTA
(Sin hidrélisis previa)

4 4(a),

4(a).1. Priricipio.

Extraccién por éter dietilico de las materias grasas.

Aplicable a todos los piensos excepto los que figura en-

4(b).1. )
4(a).2. Material y aparatos.

4(a) .2.1. Extractor tipo Soxhlet o equivalente.
4(a).2.2. Aparato de calefaccion con temperatura regulable,
antideflagrante. :

4(a) 2.3. Estufa de desecacién a vacio (menos de 100 Tort)
(1 Torr =1 mm Hg = 1/760 atm).

4(a).3. Reactivos.

4(a).3.1. Eter dietilico anhidro d = 0,720 p. e. = 34,5° C, exen-
to de peroxidos [4(a).6.11.

4(a).3.2. Sulfato sédico anhidro.

4(a) 3.3, Tetraclt-).ruro de carbono,

N, segun -

anteriormente.

4(a) 4. Procedimiento.

4(a).4.1. Pesar con precisién de 1 mg, aproximadamente, 5 g
de la muestra y mezclar con 2 6 3 g (o mas, si es necesario) de

- sulfato s6dico anhidro. Intreduvcir 12 mezcla en un cartucho de

extraccion exento de materias grasas y recubrimiento de un
tapén de algodon desengrasado. :
Poner el cartucho en un extractor y extraer durante seis
horas con el éter dietilico.
Regular el calor para obtener 15 extracciones o menos a la

‘hora. Recoger el extiracto etéreo en un matraz seco, conteniendo

algunos fragmentos de piedra pémez y tarar. Reemplazar los
fragmentos de piedra poémez por perlas de vidrio cuando la
materia grasa debe ser objeto de .analisis cualitativos poste-
riores. : . :

Eliminar el éter por destilacién e introducir el residuo du-
rante una hora y medie en la estufa de vacio a temperatura
de 75° C. Enfriar en desecador y pesar. Para comprobar que
las pesadas de materia grasa son constantes, volver a introducir
en la estufa-de vacio durante treinta minutos.

4(a).4.2, Para los productos de contenido alto en materias
grasas, dificiles de triturar o no apropiados para tomar una
porcion de una vez por no estar homogéneos, proceder como
sigue: Pesar con precisién de 1 mg, aproximadamente, 20 g de
muestra y mezclar con 10 g, 6 mas, de sulfato sédico anhidro.
Proceder a la extraccién con éter dietilico como se indica ante-
riormente. Redisolver el extracto en tetracloruro de carbono y
llevarlo a un matraz aforado de 500 m! y homogeneizar. Tomar
50 ml de la solucién y llevarla a un pequefio matraz seco, afa-
dir unos trozos de piedra pémez y tarar. Eliminar el disolvente
por destilacion, secar y proseguir la operacién como se indica

.

4(a).5. Cdlculos.

Segun 4(a).4.1.—Expresar el resultado en porcentaje de la
muestra. ’

Segun 4(a).4.2.—Expresar el resultado en porcentaje de mues-
tra teniendo en cuenta los limites de parte alicuota utilizada en
la primera extraccién segun la siguiente formula:

(l0a+b)-5
Siendo:
a = extracto etéreo, en g, de la parte alicuota en la prime-

ra extraccion. X
b = extracto etéreo, en g, en la segunda extraccién.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones pa-
ralelas efectuadas sobre la misma muestra no debe diferenciarse
en mas del 0,3 por 100 de materia grasa.

N

4(a).6. Observaciones.

4(a) .6.1. Paré el ensayo de los perodxidos, verter 10 ml de>
éter en una pequefia probeta tapada con tapoén de vidrio, pre-

. viamente enjuagada con éter; anadir 1 ml de solucién al 10

por 100 de yoduro de potasio recién preparade, agitar y dejar
reposar durante un minuto. No debe aparecer ningdn color ama-
rillo en ninguna de las capas. El éter dietilico podra mante-
nerse exento de peroxidos afadiende una lamina de cinc hume-
da, que previamente debera sumergirse completamente en una
solucién é&cido diluida de sulfato de cobre durante un minuto
y después lavar con agua. Utilizar por cada litro .de éter una
superficie de 80 cm?, aproximadamente, de lamina de cine, cor-
tada en bandas suficientemente largas para que lleguen,.por lo
menos, hasta la mitad del recipiente.

4(a).7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nume-
ro L 279/17.

4(h), GRASA BRUTA
(Con hidrélisis previa)

4(b) .1, Principio.

La muestra es hidrolizada en caliente por acido clorhidrico,
enfriada y filtrada. E] residuo, lavado y secado, es sometido a
la. extracciéon por el éter dietilico segin el procedimiento des-
crito en 4(a).

Aplicable a los productos cuyas materias grasas no puedan
ser totalmente extraidas por el éter dietilico sin hidrélisis pre-
via, como los productos de origen animal, gluten, pulpa seca
de patatas, residuos de malteria y destileria, levadura seca, pan,
productos de desecho de panaderia, galleteria y pastas alimen-
ticias, productos lacteos y piensos enriquecidos.

4(b).2. Material vy aparatos.
Como en 4(a) 2.
4(b).3. Reactivos.

4(b).3.1. Como en 4(a).3.1.
4(b).3.2, Como en :li(a).:m.
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4(b).3.3. Acido clorhidrico 3 N. una bureta la solucién de nitrato de plata mediante la solucion
4(b).3.4. Material de filtracién (tierra de diatomeas o si- de sulfocianuro amoénico hasta que el viraje a4 rojo oscuro

milar). : persista durante un minuto. N
4(b).4. Procedimiento. 5.5. Cdlculos.

Pesar con precision de 1 ml, aproximadamente, 2,5 g de la
muestra e introducirlos en un“vaso de 400 ml o en un Erlen-
meyer de 300 ml. Afiadir 100 m! de 4cido clorhidrico 3 N y algu-
nos trozos de piedra po6mez. Tapar el vaso con un vidrio de
reloj o acoplar al Erlenmeyer un refrigerante a reflujo. Llevar
la mezcla a ebullicién suave, con ayuda de una llama pequeiia
o una placa caliente y mantenerlo durante una hora, evitando
que el producto se adhiera a las paredes-del recipiente.

Enfriar y afiadir una cantidad de material de filtracién sufi-
ciente para evitar cualquier pérdida de materia grasa durante
la filtracién. Filtrar sobre un doble papel de filtro mojado,
exento de materia grasa; lavar el residuo con agua fria hasta

la desaparicién de reaccion acida. Verificar que el filtrado no-

contiene materia grasa. La presencia de ésta en el filtrado in-
dica que debe efectuarse una extracciéon de la muestra por el
éter dietilico segun se indica en 4(a) 4.

Llevar el doble papel de filtro conteniendo el residuo sobre
un vidrio de reloj y secar durante una hora y media en la es-
tufa a temperatura de 95°-98° C.

Introducir el doble filtro y el residuo seco en un cartucho
de extraccién, extraer por el éter dietilico y proseguir el modo
operatorio como en 4(a) 4. :

4.(0) 5. Calculos.
Como en 4(a).5.
4(b).6. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes, Nume-
ro 279/17. :
5. CLORUROS
5.1. Principio.
Los cloruros se solubilizan en agua, defecandose la solucién
si contiene materias organicas, posterior acidificacion de la
misma con acido nitrico y precipitacion de los cloruros con

nitrato de plata. El exceso de nitrato se valora con una solucién
de sulfocianuro de amonio. Aplicable a todos los piensos, .

5.2. Material y aparatos.
5.2.1. Agitador de 35 a 40 r. p. m. ,

5.3. Reactivos.

5.3.1. Solucién de sulfocianuro de amonio 0,1 N.

5.3.2. Solucion de nitrato de plata 0,1 N, , .

5.3.3. Soluci6én saturada de sulfato amoénico-férrico.

5.3.4. Acido nitrico, d = 1,38.

5.3.5. Eter etilico.

5.3.6. Acetona.

5.3.7. Solucién de Carrez I.—Disolver en agua 24 g de ace-
tato de cinc Zn (CH3COO), - 2H,O y 3 g de acido acético gla-

cial. Completar hasta 1.000 ml con agua.

5.3.8. Soluciéon de Carrez II.—Disolver en agua 10,68 g de fe-
rrocianuro de potasio K; [Fe (CN)gl - 3H20. Completar a 100 ml
con agua.

5.3.9. Carbén activo, exento de cloruros.

5.4. Procedimiento. E

5.4.1. Preparacion de la solucion.

5.4.1.1, Muestras sin materia organica.—Pesar, con precisién
‘de 1 mg, de 0 & 10 g de la muestra de forma que no contenga
mas de 3 g de cloro en forma de cloruro e introducirla en un
matraz aforado de 500 ml con 400 ml dé agua a 20° C aproxima-
dafn]lente. Agitar durante treinta minutos, enrasay, homogeneizar
y filtrar. .

5.4.1.2. Muestras con materia organica (menos los citados
en 5.4.1.3).—Pesar, con precisién de 1 mg, aproximadamente,
5 g de muestra e introducirla con 1 g de carbén activo en un
matraz aforado de 500 ml. Anadir 400 ml de agua a 20° C apro-
ximadamente y 5 ml de solucién de Carrez I. Agitar y afadir
seguidamente 5 ml de la solucién de Carrez II. Agitar durante
treinta minutos, enrasdar, homogeneizar y filtrar. R

5.4.1.3. Torta y harina de lino, productos ricos en harina
de lino y otros productos ricos en mucilagos o en sustancias
coloidales (por ejemplo, almidén hidrolizado).—Preparar la so-
lucién como se indica en 5.4.1.2, pero sin filtrar. Decantar (si
es necesario centrifugar), separar 100 ml del liquido sobrena-
dante e introducirlos en un matraz de 200 ml. Mezclar con
acetong y enrasar con este disolvente, homogeneizar y filtrar.

. 5.4.2. Valoracién.—Tomar de 25 a 100 ml de filtrado (con
contenido en cloro inferior a 150 mg) cbtenido en 5.4.1.1, 5.4.1.2
6 5.4.1.3 e introducirlo en un Erlenmeyer, diluir si es necesario,
hasta 50 m) con agua Afiedir 5 ml de &cido nitrico, 20 ml de
solucién saturada de sulfeto aménico férrico y dos gotas de la
solucién de sulfocianuro aménico, afiadidas mediante una bu-
reta llena hasta el trazo de cero. Afiadir seguidamente mediante

La cantidad de cloro (p), expresado en cloruro de sodio pre-
sente en el volumen del filtrado separado para la valoracion,
viene dada por la férmula:

P = 5,845 (V; — V) mg
Siendo:

V; = volumen, en ml, de solucién de nitrato de plata afiadida.
Va2 = volumen, en ml, de solucién de sulfocianuro aménico 0,1
utilizados en la valoracion,

Efectuar un ensayo en blanco sin le muestra a analizar y
si consume solucion de nitrato de plata 0,1 N restar este valor
al volumen (V;— Vj).

Expresar el resultado en porcentaje de la muestra.

5.6. Observaciones.

5.6.1. Para los productos ricos en materias grasas, desengra-
sar previamente mediante éter etilico segun 4(a).

5.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Ntume-
ro L 155/23.

6. HUMEDAD

6.1. Principio. N

La muestra se deseca en condiciones definidas, variando en
funcion de ‘la naturaleza del producto. La pérdida de masa es
determinada por pesada. Es necesario proceder a una prede-
secacién cuando se trata de sustancias solidas, con un conte-
nido elevado de humedad. No es aplicable a los productos
derivados de la leche considerados como piensos simples, sus-
tancias minerales, piensos compuestos constituidos esencialmen-
te de sustancias minerales y semillas y frutos oleaginosos. Para
los cereales y sus productos. excepto productos de cereales hi-
drolizados y raicilla de cebada (8.3.2.2), se aplicarad el método
oficial para cereales y derivedos. ’

8.2. Material y aparatos.

8.21. Molino triturador, facil de limpiar, que permita una
trituracion -rapida y uniforme, sin provocar calentamientos sen-
sibles, ni condensaciones, evitando al maximo el contacto con

N * .

el aire.
6.2.2. Balanza analitica de precisién 0,5 mg.
6.2.3. Recipientes secos de metal inoxidable o de vidrio,

provistos de una tapa que asegure un cierre estanco; superficie
util que permita obtener una distribucién de la muestra del
orden de 0,3 g por cm2, .

6.2.4. Estufa isotérmica (f 1° C) de calefaccién eléctrica, que
asegure una regulacién rapida de temperatura y conveniente-
mente ventilada.

6.2.5. Estufa de vacio, de calefaccién eléctrica regulable,
provista de una bomba de aceite .0 de un dispositivo de intro-
duccién de aire caliente deshidratado o de un deshidratante.

6.2.6. Desecador con placa de metal o porcelana, que con-
tenga un deshidratante eficaz.

6.3. Procedimiento.

6.3.1. Preparacié;l de la muestra. | -

8.3.1.1. Todas las muestras a excepcién de las mencionadas
en 6.3.1.2. )

Separar previamente por lo menos 50 g de la muestra, tri-
turandola o tratdndola previamente de forma apropiada, si
fuera necesario, para evitar toda variacién del contenido en
humedad. .

6.3.1.2. Alimentos liquidos o pastosos, constituidos esencial-
mente por materias grasas.

Separar previamente y pesar, con aproximacién de 10 mg,
alrededor de 25 g de muestra. Afiadir una cantidad apropiada
de arena anhidra, pesada con aproximacion de 10 mg y mezclar

- hasta obtener un producto homogéneo.

6.3.2. Desecacion.
6.3.2.1. Todos los alimentos a excepciéon de los mencionados
en 6.3.2.2,

Tarar, con aproximacién de 0,5 mg, un recipiente provisto de
tepa. Pesar, con aproximacién de 1 mg, en el recipiente tarado
unos 5 g de muestra y repartirla uniformemente. Colocar el re-
cipiente, sin tapa, en una estufa previamente calentada a
103° C. Para evitar que la temperatura de la estufa no des-
cienda demasiado, introducir el recipiente con rapidez. Dejar
secar durante cuatro horas a partir del momento en que la
estufa alcance de nuevo la temperatura de 103° C. Colocar la
tapa sobre el recipiente, retirarlo de la estufs, dejar enfriar
ge 30 & 45 minutos en un desecador y pesar con aproximacién

e 1 mg,
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FEn el caso de estar constituidos esencialmente por materias
grasas, efectuar una desecacién complementaria de treinta mi-
nutos en la estufe a 103° C. La diferencia entre las dos pesadas
no debe exceder de 0,1 por 100 de humedad.

8.3.2.2. Piensos compuestos que contengan méas del 4 por 100
de sacarosa o de lactosa, productos de cereales hidrolizados,
raicilla de cebada, garrofa, cabeza de remolache, aziicares y
solubles de pescado y piensos compuestos que contengan mas
del 25 por 100 de sales minerales con agua de cristalizacion.

Tarar, con una aproximacién de 0,5 mg, un recipiente con
tapa. Pesar con una aproximacién de 1 mg, en el recipiente
tarado aprox1madamente 5 g de muestra y repartlrla uniforme-
mente. Colocar el recipiente en lg estufa de vacio previamente
calentada a una temperatura de 80 a 85° C, sin tapa. Para evitar
que Ja temperatura de. la estufa descienda demasiado, introdu-
cir el recipiente con rapidez. Llevar la presién a 100 Torrs, y de-
jar secar a esta presiéon durante cuatro horas, bajo una corrien-
te de aire seco y caliente o con la ayuda de un deshidratante
‘(300 g aproximadamente para 20 muestras). En este ultimo
caso, cortar la conexién con la bomba de vacio cuando la pre-
sion prescrita se alcance. Contar el tiempo de secado a partir
del momento en’ que la estufa alcance de nuevo la temperatura
de 80 a 85°C. Llevar con precaucion la estufa a la presion at-
mosférica.

Abrir la estufa, tapar inmediatamente el recipiente y sacarlo.
Dejar enfriar durante cuarenta 6 cuarenta y cinco minutos en
el desecador y pesar con una aproximaciéh de 1 mg. Proceder a
una desecacién complementaria de 30 minutos en la estufa de
vacio a la temperatura de 80 a 85° C y pesar de nuevo. La dife-
rencia entre las dos pesadas no debe exceder de 0,1 por 100 de
humedad.

6.3.3. Predesecacion.—Los alimentos s6lidos, cuyo contenido
en humedad sea elevado y hagan la molienda d1f1c11 deben ser
predesecados como se indica a continuacién.

Pesar con una aproximacién de 10 mg unos 50. g de muestra
no molida (si es necesario puede hacerse una divisién previa
en el caso de granulos o aglomerados) en un recipiente ade-
cuado. .

Dejar secar en una estufa, a la temperatura de 60 a 70° C,
hasta que el contenido en humedad sea reducxdo a un valor
.comprendido entre 8 y 12 por 100.

Retirar de la estufa, dejar enfrxar al aire en el laboratorio
durante una hora y pesar con una aproximacién de 10 mg. Tri-
turar inmediatamente después como se indica en 6.3.1 y efectuar
la desecacién como en 6.3.2.1.

4. . Cdlculos.

El contenido en humedad, en tanto por ciento de muestra,
se obtiene por las formulas siguientes:
6.4.1. .Desecacion sin predesecacion,

100

(M — m)

Siendo: \

M = masa inicial, en g, de la muestra,

m = masa, en g, Je la muestra seca.
6.4.2, Desccacidn ceil predesecacion.
(M —m) M ’ 100 Mm
(_f____ +E—M|] ——— =100 (1——
M E EM
Siendo:

E = masa inicial, en g, de la muestra.

M = masa, en g, de la. muestra predesecada.
M’ = masa. en g, de la muestra después de la molienda.
m = masa, en g, de la muestra seca.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
simultaneas efectuadas sobre una misma muestra no debe so-
brepasar el 0,2 por 100 de humeda

8.5. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes.
ro L 279/8.

Nime-

7. FIBRA BRUTA
7.1. Principio.

La muestra desengrasada se trata sucesivamente con solucio-
nes de acido sulfurico e hidréxido potasico de concentraciones
prefijadas. Separar el residuo filtrando sobre amiantio, lavar,
secar, pesar y calcinar a 900° C. La pérdida de peso resultante
de la calcinacion corresponde a la fibra bruta.

7.2. Material y aparatos.

7.2.1. Vasos de 600 ml de bapacidad graduados de 200 en
200 ml. :

7.2.2. Placas filtrantes de percelana de 80. mm de. @, con un
espesor de unos 4 mm, perforadas con 32 orificios de 4 mm de @
o similar. .

7.2.3. Matraces aforados de 2 litros de capacidad con tapén
de goma marcados con trazc de referencia al pivel de los
800 ml, provistos de un embudo de vidrio de 120 mm Q.

7.2.4. Placas filtrantes, de 40 mm @ y 1 cm de espesor de
4 mm de borde oblicuo adaptado al cono del embudo (7.2.3),
perforadas con 18 orificios de unos 4 mm de @ o similar y
recubiertas de una rejilla metalica de 1 mm. Las placas y las
rejillas metalicas deben ser inalterables.a los acidos y a los
alcalis. :

7.2.5. Crisoles de platino o cuarzo para la incineracién.
7.2.6,. Horno de mufla con termostato.

7.2.7. Desecador.

7.2.8. Filtro de amianto.—Poner -2 g de amianto en suspen-

sién (7.3.2) en 100 ml de agua. Filtrar sobre.placa filtrante re-
cubierta de rejilla metalica (7.2.4) y colocada en el embudo del
matraz aforado (7.2.3). Recoger el filtrado y filtrarlo de nuevo
en el mismo filtro. Eliminar el filtrado.

7.2.9. Estufa.

7.3. Reactivos.

7.3.1, Acido sulfurico 0,26 N.

7.3.2, Amianto tratado.—Afadir al amianto unas cinco veces
su peso en CIH diluido (1 vol. de CIH d = 1,19 + 300 vol. de
agua). Hervir la mezcla durante unos cuarenta y cinco minutos,
dejar enfriar y filtrar. Lavar el residuo con agua hasta ausen-
cia de acidez en el filtrado. Lavar a continuacién con la aceto-
na (7.3.6), Secar el amianto en la estufa y calcinar después du-
rante dos horas a 900° C. Dejar enfriar en desecador y conser-
var en un frasco cerrado.

Emulsion antiespuma.

Solucién valorada de KOH 0,23 N.

Acido clorhidrico 0,5 N. ~
Acetona pura.

Eter dietilico puro.

Nauew

3.
7.3.
7.3.
7.3.
7.3.
7.4.

Procedimiento.

Pesar, con aproximaciéon de 1 mg, 3 g de muestra y 2 g de
amianto tratedo en un vaso de ml de capacidad., Anadir
200 ml de acido sulfurico 0,26 N- y unas gotas de emulsion de
antiespuma, Llevar rapidamente a ebullicion y dejarla hervir
durante treinta minutos -exactos. Para mantener el volumen
constante, cubrir el vaso con un dispositivo refrigerador, .tal
como un balon de fondo redondo de 500 ml sometido a una
circulaciéon de agua fria. Interrumpir la ebullicién afiadiendo
50 ml de agua fria y filtrar mmedlatamente en un filtro de
amianto.

Lavar el residuo con 100 ml de agua muy caliente, cinco
veces, para obtener un volumen final de filtrado de 800 ml.
Transferir cuantitativamente el residuo en el vaso provisto
de un disco de porcelana para regular la ebullicién. Anadir
200 ml de solucién de hidréxido potasico 0,23 N. Llevar rapi-
do a ebullicién y dejar hervir durante treinta minutos exactos.
Afadir 50 ml de agua fria y filtrar sobre un filtro- de amianto
nuevo preparado segun 7.2.8, Lavar el residuo con agua muy
caliente hasta la neutiralidad de las aguas de lavado (con ayuda
de papel de tornasol). Deshidratar lavando tres veces con
acetona usando un volumen total de unos 100 ml.

Transferir cuantitativamente el residuo en un cr1501 dis-
gregarlo si es necesario, y secarlo a 130°C hasta obtener un
peso constante.

Dejar enfriar un desecador y pesar rapido. Introducir a con-
tinuacién el crisol en el horno de mufla (7.2.8) y dejar calcinar
durante treinta minutos a 900° C. Dejar enfriar en desecador y
pesar rapidamente.

Hacer un ensayo en blanco aplicando el mismo método ope-
rativo con amianto ‘tratado (7.3.2) en ausencia de la muestra.
La pérdida de peso resultante de la calcinacion de los 6 g de
amianto no debe ser superior a 6 mg.

7.5. Cadlculos.

El contenido en fibra bruta en tanto por ciento de muestra
viene dado por la férmula:

(a — b) - 100

3
Siendo:

a = pérdida de peso debide a la calcinacion, en la muestra.
b .= pérdida de peso debida a la calcinacién, en el ensayo
e blanco.

La diferencia entre dos determmacxones simultaneas efectua-
das sobre la misma muestra no debe ser superior a:

0,3 en valor absoluto, para los contenidos en fibra bruta
inferiores a 10 por 100.

3 por 100 en valor relativo para los contenidos en fibra
bruta iguales o superiores al 10 por 100.

7.6. Observacioncs

7.6.1. Las muestras conteniendo mas de un 10 por 100 de
materia grasa deben desengrasarse con éter etilico antes del
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analisis. Para ello colocar la muestra (3 g+ 1 mg) sobre un
filtro de amianto. Afadir unos 50 ml de éter dietilico y filtrar
con vacio. Repetir la operacién dos veces mas. Transferir cuan-
titativamente la muestra desengrasada y el amianto a un vaso
de 6800 ml, gontinuando el analisis como se ha descrito ante-
riormente. .

7.8.2. Las muestras con contenido en materias grasas pro-
tegidas por recubrimiento deben ser desengrasadas como se
indica en 7.6.1 y ser sometidas, ademas, a un nuevo desen-
grasado después del lavado del residuo proveniente del ataque
del 4cido. Para esto lavar el residuo de este ataque tres veces
con acetona (en total 100 ml), después tres veces con 50 ml de
éter dietilico. Transferir a continuacién cuantitativamente el
residuo a un vaso de 600 ml y proseguir el analisis como se
ha indicado anteriormente.

7.6.3. En el caso de muestras ricas en calcio (mas de 2 por
100 de calcio) sustituir el tratamiento de acido sulfurico por
el de acido clorhidrico. Pesar 3 g+ 1 mg de muestra en un
vaso y 2 g de amianto calcinado, introduciéndolos en un vaso
de 600 ml. Afiadir 100 ml de CIH 0,5 N y unas gotas de emul-
sion antiespuma. Dejar- reposar durante cinco minutos. Proce-
der a continuacién como ‘se ha indicade anteriormente.

7.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés E}Jropéennes. Nume-’

ro L 83/24, -
8. AZUCARES

8.1. Principio.

Eliminacion de todas las materias reductoras distintas de los -

azucares, mediante defecacién a partir de las scluciones de
Carrez 1, II, previa disolucion de los azucares en etanol diluido.
Eliminaciéon del etanol y valoracién antes y después de la in-
versién segun el método de Luff-Schoorl.

. Material y aparatos. -

8.2
8.2.1. Agitador mecénico.

8.2.2. Matraces aforados de 1.008, 300, 200, 100 y 50 ml.
8.3. Reactivos.

8.3.1. Etanol al 40 por 100 (v/v) d: 0,948 a 20° C.

8.3.2. Solucién de Carrez l.—Disolver en agua 24 g de ace-
tato de cinc y 3 g de acido acético glacial y anadir agua desti-
lada hasta 100 ml.

8.3.3. Solucién Carrez Il.—Disolver en agua 10,8 g de ferro-
cianuro potasico K; (Fe CNg) - 3H,O y anadir agua destilada
hasta 100 ml.

8.3.4. Solucion de rojo de metilo al 0,1 por 100 (v/v).

8.3.5. Acido clorhidrico 4 N,

8.3.6. Acido clorhidrico 0,1 N.

8.3.7. Solucién de hidréxido soédico 0,1 N.

8.3.8. Solucién de sulfato de cobre.—Disolver 25 g de sulfato
de cobre CuSO, . 5H;0, exento de hierro, en agua y enrasar
a 100 ml.

8.3.9. Solucién de acido citrico.—Disolver 50 g de acido" ci-

trico CgHgOy - HyO en 50 ml de agua.

8.3.10. Solucién de carbonato sédico.—Disolver 143,8 g de
carbonato de sodio anhidro en 300 ml de agua caliente, dejar
enfriar y completar a 300 ml.

8.3.11. Solucién de tiosulfato sédico 0,1 N.

8.3.12. Solucién de almidéon.—Aifiadir una mezcla de 5 g de
almidén soluble en 30 m! de agua a un litro de agua hirviendo.
Dejar hervir durante tres minutos. Dejar enfriar. Anadir 10 mg
de ioduro mercirico como agente conservado. ’

8.3.13. Acido sulfarico 8 N. .

8.3.14. Solucién de ioduro potasico al 30 por 100 (p/v).

8.3.15. Piedra poémez lavada con 4cido clorhidrico y acla-
rada con agua. '

8.3.18, Isopentanol.

8.3.17. Reactivo de Luff-Schoorl.—Mezclar agitando lentamen-
te 50 ml de la solucién 8.3.10. Afiadir en seguida 100 ml de la
solucion 8.3.8 y completar a un litro de agua. Dejar reposar doce
horas y filtrar, Verificar la normalidad del reactivo *obtenido
éCu 0.% NQ; 4N8.3C032N). El pH de la solucién debe ser aproxima-

amente 9,4.

8.4, Procedimiento..

.. 8.4.1. Preparacién de la muestra.—Pesar con aproximacién
de 1 mg, 2,5 g de la muestra, e introducirlo en un matraz
aforado de 250 ml. Afiadir 200 ml de etanol al 40 por 100 (v/V) ¥
mezclar durante una hora en el agitador.. Afiadir 5 ml de la
solucién Carrez I y agitar durante un minuto, adicionar y agi-
tar durante el mismo tiempo con 5 ml de la solucién Carrez II,

Enrasar a 250 ml con la solucién de etancl (8.3.1). homogenei-
zar y filtrar. Tomar 260 ml del filtrado y evaporar aproximada-
mentgz hasta la mitad del volumen, a fin de eliminar la mayor
parte del etanol. Transvasar en su totalidad el residuo de eva-

poracién con ayuda de agua caliente a un matraz aforado de.

200 ml y enfriar, a caentinuacién enrasar con agua y filtrar
si es necesario. Esta soluclén sera utilizada para la determina-

cion de azucares reductores y después de la inversion, para la
determinacion de azucares totales.

8.4.2. Determimacion de azucares reductores.—Tomar, coma
maximo, 25 ml de la solucién preparada segln 8.4.1 y que con-
tenga menos de 60 mg de azlcares reductores, expresado en
glucosa. Si es necesario, completar el volumen hasta 25 ml con
agua destilada y determinar la cantidad de azicares reductores
segun Luff-Schoorl. El resultado sera expresado en tantos por
ciento de glucosa.

8.4.3, Determinacion de azucares totales previa inversién.—
Tomar 50 ml de 1a solucién 8.4.1 y llevar a un matraz aforadag
de 100 ml. Afadir unas gotas de la solucién rojo de metilo y
adicionar lentamente agitando 15 ml de la solucién de éacide
clorhidrico 4 N hasta viraje a rojo. Afadir 15 ml de dcido clorhi-
drico 0,1 N y sumergirlo en un bafio de agua caliente a ebulli-
cién durante treinta minutos. Refrigerar hasta 20°C y afiadir
a continuacién 15 ml de la solucién de hidréxido sédico 0,1 N
(8.3.7). Enrasar a 100 ml con agua y homogeneizar.

Tomar una cantidad que no exceda de 25 ml y contenga
menos de 60 mg ‘de azucares reductores expresado en glucosa.
Si es necesario, completar el volumen hasta 25 ml con agua des-
tilada y determinar la cantidad de azucares reductores segun
Lutf-Schoorl. El resiiltado sera expresado-en tantos por ciento
de glucosa. De expresarlo en sacarosa, se debe multiplicar
por el factor 0,95.

8.4.4. Valoracién de Luff-Schoorl.—Tomar 25 ml del reactivo
Luff-Schoorl (8.3.17) y llevarlo a un Erlenmeyer de 300 ml; ana-
dir 25 ml] exactamente medidos de la solucién defecada de azu-
cares, adicionar un poco de piedra pémez y calentar agitando
sobre la llama del mechero. Colocar inmediatamente el Erlen-
meyer sobre una tela metdlica, perforadg por una abertura de
6 ¢cm de diametro y regulando la llama de manera que solamen-
te el fondo del Erlenmeyer sea calentado, Adoptar en seguida
un refrigerante de reflujo sobre el Erlenmeyer; a partir de este
momento, hacer hervir la solucién y mantener en ebullicién
durante diez minutos exactamente. Refrigerar inmediatamext=
al chorro de agua fria durante cinco minutos y proceder a su
valoracion. .

Aifiadir 10 ml de la solucion de ioduro petasico (8.3.14) inme-
diatamente después y con cuidado 25 ml de acid¢ sulfurico 8 N
(8.3.13). Valorar a continuacion mediante la solucién de tiosul-
fato de sodio 0,1 N (8.3.9) hasta la aparicién de color amarillo;
anadir en ese momento la soluciéon de almidén y terminar de
valorar. : -

Efectuar la misma valoracién sobre una mezcla que conten-
ga 25 ml exactamente medidos del reactivo de Luff-Schoorl, 25 ml
de agua, 10 ml de la solucién de ioduro de potasio (8.3.14) y
25 m) de la solucién de acido sulfurico 6 N (8.3.13), sin llegar a
ebullicion.

8.5. Cdlculos.

Establecer por medio de la tabla I 1a cantidad de glucosa
en mg correspondiente a la diferencia entre las dos valoracio-
nes, segun los ml de tiosulfato de sodio 0,1 N gastados en cada
una de las valoraciones.

Expresar los resultados en tanto por ciento de la muestra.

8.6. Observaciones.

8.6.1. En caso de alimentos muy ricos en melazas u otros
alimentos poco homogéneos, pesar 20 g o introducirlos en un
matraz aforado de un litro 500 ml de agua. Mezclar durante
una hora en el agitador. Defecar mediante los reactivos de
Carrez 1y II (8.3.2 y 8.3.3), como se describe en 8.4.1, utilizando
de todos los reactivos dosis cuatro veces ‘superiores. Llenar a
1.000 ml con etanol al 40 por 100 (v/v) (8.3). Homogeneizar y fil-
trar; a continuacién, eliminar el etanol segun 8.4.1.

En ausencia de almidén exento de productos de hidrolizado,
enrasar a 1.000 ml con agua destilada.

8.6.2, En el caso de melazas y alimenfos simples, ricos en
azucares y practicamente exentos de almidén, pesar 5 g e intro-
ducirlos en un matraz aforado de 250 mi, afiadir 200 ml de agua
destilada y mezclar durante una hora o mas en el agitador.
Defecar inmediatamente por medio de los reactivos de Carrez 1
y II (8.3.2 y 8.3.3), segtin 8.4.1,

Llevar a 250 ml con agua, homogeneizar y filtrar, para deter-
minar los azicares totales; proseguir como 8.4.3.

8.6.3. Es recomendable afiadir, aproximadamente, 1 ml de

isopentanol (sin tener en cuenta el volumen) antes de la ebu-

llicién, con el reactivo Luff-Schoorl para evitar la formacion de
espuma.

8.6.4, La diferencia entre la cantidad de azlcares totales des-
pués de la inversién, expresada en glucosa, y .la cantidad de
azucares reductores, expresada igualmente en glucosa, multipli-
cada por 0,95, da la cantidad en tanto por ciento de sacarosa.

8.6.5. Para calcular la cantidad de azicares reductores, ex-
fc;luyendo la lactosa, se puede determinar de las siguientes

ormas:

8.6.5.1. Pora un céalculo aproximado, multiplicar por 0,875 la
cantidad de lactosa obtenida, por determinacién separada, y
:estar el resultado obtenido de la cantidad en azucares reduc-
ores. .

8.6.5.2, Para el calculo preciso de azhcares reductores, ex-
cluyendo la lactose, es necesario partir de la misma muestra
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(8.4.1) para las dos determinaciones finales. Uno de los analisis

es efectuado a partir de la solucién obtenida en 8.4.1 y el -otro
sobre una parte de la solucion obtenida para la valoracién de
la.lactosa segun el método para la determinacion de lactosa.

En los casos 8.6.5.1 vy 8.6.5.2, la cantidad de azucares presen-
tes se determinan segun el método de Luff-Schoorl, expresado
en mg de glucosa.

’

. La diferencia entre los dos valores se expresa en tanto por
-ciento de la muestra,

8.7. Bibliografia.

1. Journal Officiel des Communautés Européennés. Name-
ro L 155/32, '

. TABLA I e

Para 25 ml de reactivo Lufﬁ-Schoorl

Na,yS;04 Glucosa, fructosa Lactosa Maltosa -
0,1N Azicares invertidos -
CeH 1204 C13H30y - CyaHys0yy
ml mg Diferencia mg-+ Diferencia mg Diferencia
1 24 2,4 3,6 3.7 3,9 3.9
2 4.8 2,4 7.3 3,7 7,8 3,0
3 7.2 2,5 11,0 3,7 n,7 3,9
4 9,7 2,5 14,7 3.7 15,8 4,0
5 12,2 2,5 18,4 3,7 | 19,6 3,9
6 14,7 | 2,5 22,1} 3,7 23,5 4,0
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0
- 9 22,4 2,6 33,2 38 35,5 4,0
10 25,0 2,6 37,0 3,8 38,5 4,0
11 27,6 2,7 40.8 3,8 43,5 4,0
12 30,3 2,7. 44,6 3,8 47,5 4,1
- 13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 ‘4,1
15 38.5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1
16 41,3 2,0 59,9 3,9 63,9 4,1
& 17 44,2 2,9 63,8 3,9 "68,0 4,2
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3
19 50,0 3,0 1,7 4,0 76,5 44 .
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5
21 58,0 - 3,1 79,8 4,1 85.4 4,6
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6
23 - 62,2 88,0 ' 94,6
9. ACIDEZ DE LA GRASA 9.4.2, Para los productos de contenido alto en materias gra-
. sas, dificiles de triturar o no apropiados para tomar una por-
9.1. Principio. -cién de una vez por no estar homogéneos, proceder como sigue:

Las materias grasas son extraidas por éter dietilico y sub-
siguiente neutralizacién con hidréxido sédico.

9.2. Mate}-ial y aparatos.

9.2.1. Extractor tipo Soxhlet o equivalente. ' '

9.22. Aparato de calefaccién a temperatura regulable, anti-
deflagrante.

9.2.3. Estufa de desecacidon a vacio
(1 Torr = 1 mmHg = 1/760 atm).

(menos de 100 Torr)

9.3. FHReactivos.

9.3.1. Eter dietilico anhidro d = 0,720, p. e., 34,5°C, exento
de peroxidos [4(a).6.11.

9.3.2. Sulfato sédico, anhidro.

9.3.3. Acido clorhidrico 3 N.

9.3.4. Material de filtracién; por ejemplo, tierra de diato-
meas. . .

9.3.5. Tetracloruro de carbono.

9.3.6. Alcohol etilico. .

9.3.7.

Solucién de hidroéxido sédico 0,1 N.

9.4. Procedimiento.

9.4.1, Pesar, con aproximacién de 1 mg, 5 g de la muestra
y-mezclar con 2 6 3 g (0 mas, si es necesario} de sulfato sodico
anhidro. Introducir la mezcla er. un cartucho de extraccion
exento de materias grasas y recubierto de un tapén de algodén
desengrasado. :

Poner el cartucho en un extractor y extraer durante seis
horas con éter dietilico.

Regular el calor para oblener 15 extracciones o menos a la
hora. Recoger el extracto etéreo en un matraz seco, conteniendo
algunos fragmentos de piedra pémez v tarar. Reemplazar los
fragmentos de piedra pémez por perlas de vidrio cuando la
materia grasa debe ser objeto de analisis cualitativos poste-
riores. « -

Eliminar el éter por destilacion y secar seguidamente el
residuo a evaporacion durante una hora y media en la estufa
de desecacién a vacio a temperatura de 75° C, Enfriar en dese-
cador y. pesar. Efectuar ura segunda desecacion durante 30 mi-
nutos para asegurar que las pesadas de materia grasa son cons-
tantes (la diferencia de pesadas debe ser inferjor a 1 mg).

-~

Pesar, con la aproximacién de 1 mg, 20 g de muestra y mez-

" clar con 10 g o mas de sulfato sédico anhidro. Proceder a la

extracciéon con éter dietilico como' se indica anteriormente.
Redisolver el extracto en tetracloruro de carbono y llevarlo
a un matraz aforado de 500 ml y homogeneizar. Tomar 50 ml de
la solucién y llevarla a un pequefio. matraz seco, afiadir unos
trozos de piedra pomez y tarar. Eliminar el disolvente por
destilaciéon, secar y proseguir la operaciéon como se indica
anteriormente. Eliminar el disolvente del residuo de extraccién
que se encuentra en el cartucho y moler el residuo con finura
de 1 mm. Colocar de nuevo el producto en el cartucho de ex-
traccion (no afadir sulfato sodico), extraer con éter dietilico
y proseguir la operacién como se indica anteriormente.

Disolver el extracto etéreo con 15 ml de una mezcla a vo-
limenes iguales de éter y alcohol dietilico de 96° y valorar con
hidroxido so6dico N/10 de factor conocido empleando fenolfta-
leina conto indicador hasta color rosa persistente. Se hace un
testigo en blanco para restarle la acidez de la mezcla alcohol-
etérea.

9.5. Cadlculo.

Expresar el resultado en tanto por ciento de acidez en &cido
oleico: -

. - V - 0,028245 F - 100 V.28245-.F
% de acidez en acido oleico = b = >

Siendo:

V =-volumen, en ml, de NaOH N/10 gastados, restandole lds
gastados en la prueba testigo. ' *
P = peso de grasa obtenido en la extraccién.

9.6. Observaciones.

9.6.1. Para el ensayo de los per6xidos verter 10 ml de éter
en une pequefia probeta tapada con tap6n de vidrio, previa-
mente enjuagada con éter, afadir 1 ml de solucién al 10 por 100
de yoduro de potasio, recién preparada. Agitar y dejar reposar
durante un minuto No debe aparecer ningun. color amarillo en
ninguna de las capas. El éter dietilico podr4 mantenerse exen-
to de peréxidos afadiendo una lamina de cinc humeda, que
debera sumergirse completamente en una soluci6n acidae di-
luida de sulfato de cobre durante un minuto y después 1a‘va_r
con agua. Utilizar por litro una superficie de 80 cm? aproxi-
madamente de lamina de cinc, cortada en bandas suficiente-
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mente largas para que lleguen por lo menos hasta la mitad

del recipiente. .
9.6.2. En harinas de pescado empléese como indicador azul
alcalino 6-B disuelto al 0,5 por 100 en etanol.

10. CALCIO .
10.1. Principio.

- Incineracion de la muestra y precipitacién del calcio me-
diante acido clorhidrico en forma de oxalato calcico y valo-
racion del acido oxalico formado con una solucién de perman-
ganato potasico previa disoluciéon del precipitado ‘cop acido
sulfurico. Aplicable a los dlimentos de animales. -

10.2. Material vy aparatos.

10.2.1. Matraz aforado de 250 ml de capacidad.

10.2.2, Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.

10.2.3. Crisol de platino, cuarzo o porcelana. -

10.2.4. Crisoles filtrantes de vidrio, porosidad Ga.

10.3.5. Horno eléctrico con circulaciéon de aire y regulador

automatico, para regular a 550° C.

10.2.6, Bafio de agua.

10.3. Reactivos.

10.3.1. Acido clorhidrico d: 1,14.

10.3.2. 'Acido nitrico d: 1,40.

10.3.3. Acido sulfurico d: 1,13.

10.3.4. Amoniaco d: 0,98. . .

10.3.5. Solucién saturada de oxalato amoénico. -

10.3.6. Solucién al 30 por 100 (p/v) de écido citrico. .

10.3.7. Solucién al 5 por 100 (p/v) de cloruro de amonio.

10.13.8 Solucién al 0,04 por 100 (p/v) de verde de bromo-
cresol. - -

10.3.9. Solucién de permanganato potasico: 0,1 N. .

10:4. Procedimiento.

Pesar, con aproximaciéon de i mg, 5 g de la muestra a ana-
lizar (0 mas si es necesario), calcinarla-a 550° C y transvasar
las cenizas a un Erlenmeyer de 250 ml. Afiadir 40 ml de acido
clorhidrico. (10.3.1), 60 mi de agua y algunas gotas de acido
nitrico (10.3.2). Llevar a ebullicién y mantenerlo asi durante
treinta minutos. Enfriar, transvasar la solucién a un matraz
aforado de 250 ml, enjuagar el Erlenmeyer y completar el volu-
men con agua, homogeneizar y filtrar.

Tomar con una pipeta segin la cantidad presumible de
calcio, una alicuota que contenga de 10 a 40 mg de calcio
e introducirla en un Erlenmeyer de 250 ml. Afiadir 1 ml de la
solucién de acido citrico (10.3.6) y 5 ml de soluciérn de cloruro
de amonio (10.3.7). Completar el volumen a 100. ml aproxima-
damente con agua. Llevar a ebullicién, afiadiendo de 8 a 10
gotas de solucién de verde de bromocresol (10.3.8) y 30 ml de
solucién caliente de oxalato de amonio (10.3.5). Si aparece un

precipitado, disolver éste mediante la ediciéon de algunas gotas .

de acido clorhidrico (10.3.1).
Neutralizar en seguida muy lentamente con amoniaco (10.3.4),
agitando constantemente, hasta obtener un pH 4,4-4,68 " (viraje

del indicador). Colocar el Erlenmeyer en un bano de agua’

hirviendo durante treinta minutos, dejando reposar el precipi-
tado formado. Retirarlo del bafio, dejarlo reposar durante una
hora .y filtrar en un crisol filtrante Gp. Lavar el Erlenmeyer
y el crisol con agua hasta la total eliminacién del exceso de
oxalato de amonio (la ausencia de cloruros en el agua de la-
vado indica que el lavado es suficiente). -
Disolver el precipitado sobre el filtro con 50 ml de Aacido
sulfurico caeliente (10.3.3), enjuagar el crisol con agua caliente

hasta llevar el filtrado a 10 ml aproximadamente. Calentar

a 70-80°C y valorar mediante la solucién de permanganato
potasico (10.3.9) hasta la obtencién de una coloraciéon rosa
persistente durante un minuto.

10.5. Cadlculo.

Un ml de permanganato potasico 0,1 N corresponde a 2,004 mg
de calcio. .

Expresar el resultado obtenido en tanto por ciento de la
muestra. ’

10.6. Observaciones. .

10.6.1. Para pequeiias cantidades de calcio, . proceder como
en 10.5. Filtrar el precipitado de oxalato de calcio sobre un
papel de filtro sin cenizas y calcinarlo en un. crisol a 550° C.,
Recuperar el residuo con algunas gotas de acido sulfurico
(10.3.3), evaporar a sequedad, calcinar de nuevo a 550°C y
pesar.

Si P representa el peso de sulfato calcico obtenido, la can-
tidad en calcio de la alicuota tomada sera igual a P X 0,2844.

10.8.2. Si- la muestra estd constituida exclusivamente de
materias minerales, proceder a la disolucién por acido clorhi-
drico sin incineracién previa. Para los productos tales que
los fosfatos aluminico-célcicos dificiles de disolver en los aci-
dos, proceder a una fusién alcaling antes de la disolucién.
Mezclar intimamente en un crisol de platino la parte tomada
con cinco veces su peso de una mezcla compuesta en partes
iguales de carbonato de potasio y de carbonate de sodio. Ca-
lentar con precaucién hasta la fusion completa de la mezcla,
refrigerar y disolver con acido clorhidrico.

10.6.3. Si la cantidad en magnesio de la muestra es ele-
valc}:a, proceder @ una segunda precipitacién con oxalato de
calcio. : )

10.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nu-
mero L 155/17. ’

11. GRASA - -
(En productos lacteos reengrasados)
11.1: Principio.
Determinacion de la grasa pbr el método Gerber.
11.2. Material y dparatos.- .

11.2.1. Butirémetros contrastados, con graduaciones de
0-6 % de grasa y con divisiones del 0,1 %. Se pueden utilizar
butirémetros con graduaciones de 0 & 5% y divisiones del
0,1 %, cuando la muestra tenga un contenido en grasa infe-
rior al 5 %. . »

11.2.2. Tapones troncocénicos dé goma u oiro tipo, apro-
piadés. - :

11.2.3. “Pipetas contrastadas de 1 y 10 ml.

11.2.4. Vidrios de reloj. -

11.2.5. Bafio de agua regulable a 65°+1°C.

11.2.6. Centrifuga capaz de alcanzar 1200 r. p. m.

11.2.7. Embudo desprovisto de cuello y vastago para la.in-

troduccion de la muestra en el butirémetro.

11.3. Reactivos.

11.3.1. Acido sulfurico de densidad d = 1,82. -
11.3.2. Alcohol, isoamilico de densidad d = 0,815 e interva-
1o de destilacion de 126° a 132° C.

11.4. Procedimiento. 7

11.4.1. Pesar, con precisién de 0,1 mg, 1,100 g de producto
e introducirlo en el butirometro a través del embudo: Afiadir,
a través del embudo, 10 ml de agua tibia (40° C), arrastrando
lo que haya podido adherirse al mismo. Tapar y agitar fuer-
temente para disolver la leche. . )

Seguidamente anadir 10 ml de acido sulfurico haciéndolo

' resbalar suavemente por las paredes del butirémetro. Afiadir

1 ml de alcohol isoamilico, Cerrar el butirémetro con el tapén
de goma, agitar suavemente y.centrifugar a 1.200 r. p. m. du-
rante tres a cinco minutos. Sacar el butirémetro de la cen-
trifuga e introducir en el bafio de agua a 65° C. Dejar trans-
currir algunos minutos y efectuar la lectura.

11.5. Expresion de los resultados.

Leer en el butirémetro, en la escala dividida, la altura qué
ha alcanzado la columna de grasa, habiéndose ajustado a cero
el liquido que no contiene grasa. Los grados de la escala indi-,

can las decenas, y las décimas, las unidades por ciento. Se

puede apreciar perfectamente un 0,5 por 100.
11.6. Observaciones.

11.6.1. En el caso de sueros desprovistos de caseina, pueden
producir carbonizaciones que dificultan. la lectura (debido &

_que el ‘acido sulfurico, dé densidad d = 1,82, resulta demasiado

concentrado). En este caso se puede diluir al 10 por 100 (v/v)
con agua destilada. .

11.6.2. En los productos con grasa muy micronizada con-
viene repetir por tres veces ias centrifugaciones, el caleniemien-
to a 65°C y las lecturas, hasta obtener resultados constantes.

11.7. Refe;encias.

1. Instituto de Racionalizacion y Normalizacion del Tra-
bajo. Una Norma Espafiola 64.029.

12. CENIZAS BRUTAS

12.1. Principio.
Incineracién de la muestra a 550°C .y pesada del residuo
hasta peso constante. ’

12.2. Material y aparatos.

12.2.1. Placa calefactora.

12.2.2. Horno eléctrico con regulacién de temperatura.

12.2.3. Crisales de platino o cuarzo, rectangulares (60 X 40 X
X 25 mm) o redondoc.

12.2.4. Nitrato de amonio.—Solucién al 20 por 100.

12.3. Procedimiento. -

Pesar alrededor de 5 g de muesira, con una aproximacién
de 1 mg (para los productos que tengan tendencia a «espon-
jarses, pesar 2,5 g) en un crisol previamente calcinado y tarado.
Colocar el crisol sobre la placa calefactora haste carbonizacién
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de la muestra. Introducir el crisol en el horno regulado a
550+ 5° C. Mantener a esta temperatura hasta la obtencién de
,cenizas blancas, gris claro o rojizas, aparentemente desprovis-
tastas de particulas carbonosas. Colocar el crisol en un dese-
cador, dejar enfriar y pesar inmediatamente,

12.4. Cadlculo.

El porcenté.]e de cenizas sobre materia natural se obtiene
por la féormula siguiente:

(P, — Py) 100
Cenizas porcentaje (materia natural) = ——
P—-P;

Siendo:
P = peso, en g, de la capsula con la muestra.
P, = peso, en g, de la capsula con las cenizas.
P; = peso, el g, de la capsula vacia.

12.5. Observaciones.

12.5.1. Las materias dificiles de incinerar deben someterse
a una primera incineracion de tres horas, se enfrian y se les

adiciona algunas gotas de una soluciéon al 20 por 100 de nitrato -

de amonio. Continuando la incineracion después de la dese-
cacion ¢n estufa,

Repetir eventualmente la operaciéon hasta incineracién com-
pleta.

12.5.2. Para las materias resistentes al tratamiento anterior,
operar como sigue: Después de una incineracién de tres horas,
arrastrar las cenizas con agua caliente y filtrar sobre un pe-
quenio filtro de cenizas conocidas. Incinerar el filtro y su con-
tenido en el crisol inicial.

Llevar el filtrado al crlsol frio, evaporar a sequedad,
nerar y pesar. .

12.5.3. En el caso de aceites y grasas, pesar 25 g en un
crisol de capacidad apropiada. Carbonizar inflamando la mues-
tra por medio de una mecha de papel de filtro sin cenizas.
Después de la combustién, humedecer con la minima cantidad
de agua posible. Desecar y continuar como se indica en 12.5.

incl-

12.6. Referencias.
1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nume-
ro L 155/20.

ANEJO VIII
METODOS DE ANALISIS DE AGUAS
1. BIOXIDO DE CARBONO LIBRE (CO,)

1.1, Principio.

El presente método esté basado en la reacciéon del CO; libre
del agua con el hidréxido de sodio para formar bicarbonato
de sodio.

Ademas de este método de valoracion volumétrica existe uno
monografico que por exigir gran precisiéon en la determinacién
«in situ» del pH y de la alcalinidad resulta menos aconsejable.

Pueden producirse errores por la presencia de amoniaco,
aminas, fosfatos, boratos, silicatos, sulfuros y nitritos, asi como
por la existencia de acidos minerales o sales de acido fuerte
y base débil. También alteran cuantitativamente el resultado
el aluminio, hierro, cromo y cobre.

Material vy aparatos.

2

2.1. Frascos pyrex de 1.000 ml.

2.2. Probeta graduada de 100 ml.

2.3. Tubo de goma.

2.4. Bureta normal graduada en 0,1 ml.
2.5. Varilla de vidrio.

1.3. Reactivos.

1.3.1.
20 ml de NaOH 1 N a un litro de agua destilada que previa-
mente se ha hervido no menos de quince minutos para expulsar
el biéxido de carbono y enfriarlo a la temperatura ambiente.
Preparar diariamente y proteger del biéxido de carbono atmos-
férico en un frasco pyrex. Titular la solucién con el reacti-
vo 1.3.3.

1.3.2. Solucion indicadora de fenolftaleina. Disolver 0,5 g de
fenolftaleina en 50 ml de alcohol etilico de 96° y agregar 50 ml
de agua destilada que previamente se ha hervido no menos de
quince minutos para expulsar el biéxido de carBono y enfriarld
a la temperatura ambiente. Agregar a continuacién el reacti-
vo 1.3.1.a gotas hasta que aparezca una muy ligera coloraciéon
rosa.

1.3.3.
sulfurico.

Solucion patron acida 0,00 N de acido clorhidrico o

1.4. Procedimiento.

Sifonar la muestra mediante tubo de goma, llenando desde
el fondo una probeta de 100 ml hastaque derrame. Extraer el
tubo de goma y verter el exceso de agua mediante sacudidas.

TS

Solucion valorada de hidroxido sodico 0,02 N.—Diluir®

Agregar cinco o diez gotas del reactivo 1.3.2. Si la muestra
vira a rojo, no hay presente biéxido de carbono libre; si la
muestra se mantiene incolora, titular rapidamente con el reac-
tivo 1.3.1 agitando suavemente con una varilla de vidrio hasta
que el color rosa caracteristico observado a través de todo el
espesor de la muestra persista, por lo menos, treinta segundos.

1.5. Cadlculos.

Calcular e] bioxido de carbono libre, expresado en miligra-
mos por litro, mediante la férmula.

A X 0,02 X F x 44.000
B

mg/]1 de CO; libre =

Siendo:

= ml gastados del reactivo 1.3.1.

= factor de correccién del reactivo 1.3.1 hallado medlante su
titulacién con. el reactivo 1.3.3.

B = ml de muestra.

1.8. Referencias.

1. Métodos de analisis recomendados. Centro de Estudios
Hidrograficos. Madrid, 1968.

2, Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater. American Public Health Association, Inc. New
York, 1960.
2. DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (D. B. O)

2.1. Principio.

La demanda bioquimica de oxigeno o D. B. O. es la can-
tidad de oxigeno eventualmente consumide por los gérmenes
aerobios para asegurar la descomposicion, en condiciones nor-
malizadas de incubacién, de las materias organicas contenidas
en el agua analizada.

La incubacién se efectua en oscuridad, durante cinco dias,
y a una temperatura de 20° C.

2.2. Material y aparatos.

2.2.1. Frascos de incubacién, de 250-300 ml de capacidad,
aforados y con tapén esmerilado macizo y con bisel,
2.2,2, Estufa de cultivos con control termostatico a 20°
centigrados *+ 1° C.
2.2.3. Matraces Erlenmeyer de 500 ml.
2:.2.4. Pipetas de 1y 5 ml.
.5. Buretas,.

2.2
2.3. Reactivos.
2.3

.3.1. Agua destilada.

2.3.2. Soluciéon amortiguadora de fosfato.—Disolver 8,5 g de
KH,POy, 25,75 g de K;HPO,, 33,4 g de Na,HPO, - TH,O y 1,7 g
de NH,Cl en unos 500 ml de agua destilada y diluir a un litro.
El pH de esta solucién amortiguadora debe ser de 7,2, sin juste

alguno. .

2.3.3. Solucion de sulfato de magnesio.—Disolver 22,5 g de
MgSO, - TH;O en agua destilada y diluir a un litro.

2.3.4. Solucién de cloruro de calcio.—Disolver 27,5 g de

CaCl; anhidro en agua destilada y diluir a un litro.

2.3.5. Solucion de cloruro férrico.—Disolver 0,25 g de
FeCl; 6H;0 en agua destilada y diluir a un lltro

2.3.8. Soluciones de acidos y alcalls 1N.

2.3.7. Solucién de sulfito de sodio 0,025 N.—Disolver 1,575 g
de NaSQOj; anhidro en 1.000 ml de agua destilada. Esta solucion
no es estable y se debe preparar el dia que se vaya a emplear.

2.3.8. Soluciéon de sulfato manganoso.—Disolver 400 g de
MnSO, - 2H;O en agua destilada, filtrar y diluir a un litro.
Esta soluciéon no debe liberar mas que trazas de yodo cuando
se aflade a una solucion acidificada de ioduro potasico.

2.3.9. Reactivo de alcali-ioduro nitruro.—Disolver 500 g de
NaOH y 135 g de Nal en agus destilada. Disolver 10 g de
NaNj3 en 40 ml de agua destilada. Mezclar ambas soluciones
y diluir a un litro. Este reactivo no debe producir coloracién
con el almidén cuando se diluye y acidifica.

2.3.10. Acido clorhidrico concentrado de densidad 22° Beau-
mé = 1,18.
2.3.11. Solucién de almidén.—Triturar 5 g de almidon so-

luble y 5 mg de I;Hg con un poco de agua y afadir lenta-
mente la emulsién a un litro de agua hirviendo, manteniendo
la ebullicién unos minutos hasta que la solucién quede clara.
Enfriar y pasar a un frasco topacio con tapén esmerilado.

2.3.12. Selucién Stock de tiosulfato sédico 0,10 N.—Disolver
24,82 g de NayS5;03-5H,O en agua destilada recién hervida
y enfriada y diluir a un litro. Conservar la solucién afiadien-
do 1 g de NaOH.

2.3.13. Solucién valorada de dicromato potasico 0,025 N.—Pe-

 sar 1,228 g de KjCr;0;, previamente secados durante dos horas

g 103° C y diluir a un litro en matraz aforado. .
2.3.14. Solucién valorada de tiosulfato sédico 0,025 N.—Di-
luir 250 ml del reactivo 2.3.12 a un litro de agua destilada
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recientemente hervida y enfriada. Titular esta soluciﬁn me-
diante el reactivo 2.3.13. .

2.4. Procedimiento.

2.4.1.. Preparacién del agua de dilucion.

Tomar dos litros de agua destilada. .

Oxigenarla mediante aire comprimido hasta que la tension
del oxigeno disuelto esté préxima a su saturacion. .

Afiadir a dicha agua 1 ml de cada uno de los reactivos
2,3.2, 2.3.3, 23.4 y 2.3.5.

Conservar este agua a 20° C, tapado el frasco con tapén

de algodoén.
2.4.2. Acondicionamiento del agua problema.

Neutralizar el agua problema hasta pH préoximo a 7 me-
diante el reactivo 2.3.6. L

Eliminar el cloro libre, si lo hubiese, mediante-la adicién
del reactivo 2.3.7.

Eliminar el exceso de oxigeno agitando fuertemente la
muestra o bien mediante burbujeo de aire comprimido, siem-
pre a 20° C, ’

2.4.3.

Sifonar el agua de dilucién a una probeta graduada de
1.000-2.000 ml de capacidad, llenandola hasta la mitad sin
arrastrar aire. Agregar ¢l agua de muestra cuidadosamente
mezclada en la cantidad necesaria para obtener la dilucién
que se desee y terminar de diluir hasta el nivel apropiado
con agua de dilucién. Mezclar bien con un agitador, evitando
el arrastre de aire,

Se aconseja las siguientes diluciones:

Efluentes depurados: de 5 a 25 por 100.

Aguas fluviales: de 25 a 100 por 100. i

Sifonar la dilucién mezclada a dos frascos de incubacidn,
llenandolos completamente y cerrandolos- herméticamente.

Determinar el oxigeno inicial en uno de los dos frascos
de forma inmediata y conservar el otro frasco en incubacifn
durante cinco dias en oscuridad y a una temperatura de
20° C, para después determinar en él el oxigeno disuelto no
consumido.

Dilucién del agua problema,

2.4.4, Determinacion del oxigeno disuelto:

Agregar al frasco de incubacién 1 ml del reactivo 2.3.8 y
después 1 ml del reactivo 2.3.9, haciendo ambas adiciones en
el fondo del frasco. Tapar de nuevo el frasco procurando ex-
cluir las burbujas, con lo que se derramara una pequefia can-
tidad de liquido.

Mezclar por inversién varias veces y esperar que se sedi-
mente el precipitado. -

Destapar el frasco y afiadir, mediante pipeta, haciendo lle-
gar el acido hasta el fondo, 5 ml de 2.3.10. Cerrar de nuevo
el frasco y agitar hasta que se disuelva el precipitado.

Pasar todo e} liquido a un matraz Erlenmeyer de 500 m], la-
vando frasco y tapon con agua destilada.

Afiadir gota a gota, con rapidez y agitando el matraz, el
reactivo 2.3.14 hasta que -el liquido tome coloracién paja pélido.

Agregar 1 6 2 ml del reactivo 2.3.11, con lo que tomara
el liquido color azul, y continuar valorando con 2.3.14, gota

a gota, hasta que el liquido se torne incoloro o gris blan-
quecino.

2.5. Cadlculos.

Calcular el oxigeno disuelto, expresado en p. p. m. mediante
la férmula:
V-0,025-f-.8
p. p. m. de O, disuelto = — -
A—2

- 1.000
Siendo:

V = ml de tiosulfato gastados.

f = factor de correccion de la normalidad  del tiosulfato
hallado mediante la titulacién con reactive 2.3.13,

A = volumen, en ml, del frasco utilizado.

Calcular la D. B. O., expresada en p. p. m., mediante la
féormula:

(D; — Dy) 100
C

D. B. O. =
Siendo:

D; = p. p. m. de O, disuelto en el frasco no sometido a in-
cubacion,

D; = p. p. m. de O, disuelto en el frasco sometido a incu-

bacion. ) .
C = tanto por ciento del agua probleme en el agua pro-
blema diluida.

2.6. Observaciones.

Este método no es aplicable & aguas negras o desechos in-
dustriales concentrados que exigen djluciones muy elevadas y
obligan a sembrar el agua de dilucién ¢on un inéculo.

En estos casos se precisan comprobaciones de la D. B. O, del
inoculo y los métodos y calculos requieren técnicas laboriosas
s6lo propias de los laboratorios especializados.

2.7. Referencias.

1. Standard Metlhods for the Examination of Water and
Sewage. American Public Health Association. New-York, 1960.
- 2, Rodier, J.: L'Analyse chimique et phisico-chimique de
1'eau. Dunod. Paris.

3. Gutiérrez Calderén, E., et alt.: Estudio del B. O. D. y

" plan de trabajo para su determinaciéon. Anales I, F, 1. E. Ma-

drid, 1959. )
4. Livre de l'eau. Cebedoc. Lieja, 1966.

3. CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

3.1. " Principio. .

Se denomina conductividad especifica de un agua a la. ap-
titud de ésta para transmitir la corriente eléctrica. ’

La conductividag depende de la actividad y tipo de iones
disueitos y de la temperatura a la que se realiza la medida.

Para. medir la conductividad se hace uso de un puente
de Wheatstone y una célula de conductividad apropiada, com-
parando a la misma temperatura la resistencia eléctrica de la
muestra y de una solucién valorada de cloruro -potéasico y
refiriendo el resultado a 25° C.

3.2. Material y aparatos.

3.2.1. Puente de Wheatstone apto para este fin.

3.2.2. Celda de conductividad especifica, bien del tipo pi-
peta, bien del tipo inmersiéon, con electrodos de platino plati-
nados. Le constante de la celda debe ser aproximadamente
de 10—! para aguas de conductividad baja, de 1 para aguas
de conductividad media y de 10 para aguas de conductivi-
dad alta.

3.3. Reactivos.

Solucién patron de CIK.—Preparar una solucién de CIK
cuya conductividad difiera por un factor de menos de 5 de la
conductividad de la muestra. Generalmente, una soluciéon 0,01 M
de CIK (0,7456 g/1) es aceptable. Esta solucién tiene una con-
ductividad de 1.413 pmho/cm. De la siguiente tabla pueden
elegirse otras soluciones patrones que se consideren necesarias:

Conductividad eléctrica de soluciones CIK a 25° C

Conductividad

Concentraciéon M eléctrica

amho/cm

10—4 14,94

5 X 10—¢ 73,90
103 147
5 x 103 - 717
— 102 1.413
2 x 10—2 2.767
5 X 10—2 6.668
10— 12.900-
101 24.820

3.4. Procedimiento.

Dejar que la solucién patrén de CIK y las muestras de
agua estén a la misma temperatura. Cualquier temperatura
entre 20 y 30° C es aceptable, pero es importante que las solu-
ciones problema y la patréon estén a la misma temperaiura.
Cuando se requiere gran precisién se colocaran las soluciones
a 25° C en termostato.

A continuacién se enjuaga y se llena sucesivamente la celda
de conductividad con la solucién patrén y las soluciones pro-
blema y leyendo en el aparato (2-1), de acuerdo con su ma-
nual de instrucciones, los valares obtenidos.

3.5. Calculos.

CEcix X R
CE (x 105) = ——

x £

Siendo:
CE (x 10"‘) = conductividad eléctrica.

CEC]K = CE (x 109

pleada.

resistencia en ohmios de la celda con la solu-

cion patrén. ‘

R’ = resistencia en ohmios de la celda con la solu-
cién problema.

= factor de correccién de temperatura de la ia-
bla 3.1.

de la solucién patrén de CIK em-
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3.6. Observaciones.

3.6.1. Las células nuevas deben limpiarse con mezcla sulfo-
créomica, debiendo platinarse los electrodos de las mismas cuan-
do los resultados sean erraticos o cuando se observe que el

platino se ha desprendido total o parcialmente. Para ello se-
prepara una solucién de 1 g de cloruro de platino y 0,012 g de .

acetato de plomo en 100 ml de agua. Se llena la celda con esia

solucién y se conectan los terminales de los electrodos a una

bateria de 1,5 voltios, intercalando un shunt en la bateria
cuando sea necesario alustar la corriente, de manera que se
desprenda una pequefia cantidad de gas. Dar por terminado
el proceso cuando los electrodos estén recubiertos con un de-
.posito de negro de platino. Drenar la célula y recuperar para
un futuro uso la solucién platinizante. Enjuagar bien la celda
con agua destilada y dejarla llena de agua destilada cuando
no se use. '

3.6.2. Hasta 5.000 microohmios existe una aceptable correla-
cién entre conductividad eléctrica y contenido salino de las
aguas, de tal modo que los siguientes factores de conversién
sé manejan frecuentemente:

mmhos
Concentracion salina en mg/l = 640 x CE en ———
cm
mmhos
Concentraciéon de cationes en meq/l = 10 X CE en ———
cm

3.7. Referencias.

1. Bower, C. A, 'y Wilcox, L. V.. Methods of Soil Analy51s
Partz, pp. 937-940, 1965,

2. National Research Council: Inter Critical tahlas, 1929,

3. Agricultural Handbock, num. 60. USDA, pp. 137-140, 1954.

4. Métodos de analisis recomendados por el Instltuto de Hi-
drologia del C. S. I. C., paginas 30-34, 1968,

TABLA 3.1

Factores de temperatura para corregir los datos de resistencia
v conductividad de soluciones acuosas a la temperatura de 25° Q

CEy; = CE; X fi; Ros = Re/fy
0c C f, 0o C £,
15,0 1,247 25,6 0,988
16,0 1,218 25,8 0,983
17,0 1,189 26,0 0,979
18,0 1,163 26,2 0,975
18,2 1,157 26,4 0,871
18,4 1,152 26,6 0,967
18,6 1,147 26,8 0,964
18,8 1,142 27.0 0,960
19,0 1,136 27,2 0,956
19,2 1,131 27,4 0,953
19,4 1,127 27,6 0,950
-19,6 1,122 27,8 0,047
19,8 1,117 28,0 0,943
20,0 T1,112 28,2 0,940
20,2 1,107 28,4 0,936
20,4 1,102 28,6 0,932
20,6 1,097 28,8 0,929
20,8 1,082 29,0 0,925
21,0 1,087 29,2 0,921
21,2 1,082 29,4 0,918
21,4 1,078 29,6 0,914
21,6 1,073 20,8 0,911
21,8 1,068 30,0 0,907
22,0 1,084 30,2 0,904
22,2 1,060 30,4 0,901
22,4 1,055 30,6 0,807
22,6 1,051 30,8 0,894
22,8 1,047 31,0 0,890
23,0 1,043 31,2 0,887
23,2 1,038 31,4 0,884
23,4 1,034 31,6 0,880
23,6 1,029 31,8 0,877
238 1,025 32,0 0,873
24,0 , 1,020 32,2 0,870
. 24,2 1,016 32,4 0,867
24,4 1,012 32,6 0,864
24,6 1,008 32,8 0,861
24,8 1,004 33,0 0,858
25,0 1,000 34,0 0,843
25,2 0,996 35,0 0,829
25,4 0,992

4. SULFATOS;

(Determinacion turbidométrica)

4.1. Principio.

El ion SQ4;= se precipita con ion Ba?t, en condiciones tales
que se formen cristales de Lamano uniforme de SO4Ba, los que
deben mantenerse en suspension homogénea durante un pe-

riodo de tiempo que resulte suf1c1ente para medir la ahsorban:

. cia que la misma produzca.

El contenido en SO,= de cada muestra se obtiene a partir
de la curva de calibrado previamente obtenida.

4.2, Material y aparatos.

o421, Instrumento de medida, que puede ser uno de los
siguientes.

4.2.1.1. Nefelémetro o turbidimetro.
4.2.1.2. Espectrofotémetro con medida a 420-430 nm
42.1.3. Fotémetro de filtro, equipado con flltI‘O de transmi-

tancia 420-430 nm.

4.2.2. Tubos cilindricos, cdlibrados a 50 cm?3, con tapon,

4.3. Reactivos.

4.3.1. Solucién de SO;K; conteniendo 480 mg (10 meq) de
SO,= por litro (0,8707 gramos de SO4K, disueltos en agua des-
tilada hasta completar un litro).

4.3.2, Solucion precipitante de bario.—Se disueiven 20 gra-
mos de acetato barico en una mezcla de 75 cm? de acido acé-
tico 10 N y 25 cm? de solucién de goma arabiga al 5 por 100,
filtrando la solucién resultante. EI pH amortiguado de  esta
solucidn -es de 3,70,

4.4.  Procedimiento.

4.4.1. Obtencion de la curva del calibrado—En los tubos
cilindricos 4.2.2 se introducen partes alicuotas de la solucion
4.3.1. Se les afnade agua destilada hasta unos 40 cm3, 1 cc de
reactivo 4.3.2 y se completa a 50 cm?® con egua destilada. Se
homogeneiza el conjunto durante un minuto por agitacién sua-
ve y se deja en reposo al menos otro minuto, A partir de ese
momento, y dentro de los quince minutos siguientes, pueden
efectuarse las medidas; para ello, se traslada parte de la
suspension a las cubetas del aparato de medida que se utilice,
midiendo las correspondientes absorbancias, empleando como
blanco agua destilada sometida al mismo tratamiento.

Con los valores obtenidos se construye la curva de calibrado,
que se aconseja tabular.

4.4.2. Valoracién de las muestras.—Se opera exactamente
igual a como se ha indicado en 4.4.1, empleando 5 ml del pro-
blema.

4.5. Cadlculo de los resultados.

El contenido en SO,= de las muestras se¢ obtiene llevando
las lecturas de absorbancias obtenidas con las mismas a la
curva de calibrado 4.1 y teniendo en cuenta que se operé con
5 ml de muestra.

Los resultados pueden expresarse en meq o en mg de SO4=
por litro.

4.6. Observaciones.

4.6.1. Si la lectura de una muestra sobrepasa la maxima con-
centracion que figura en la curva de calibrado o inversamente
de un valor muy bajo en dicha -curva, debe repetirse el ensayo
empleando menos de 5 ml o méas de 5 ml de problema, respec-
tivamente, lo que debera tenerse en cuenta al efectuar el calculo
del resu]tado

4.6.2. No se indican las concentraciones minima y maxima,
entre las que este método resulta valido, porque ello depende
en gran manera del instrumento de medida que se utilice y del
paso de luz de la cubeta empleada.

4.6.3. En esta técnice interfieren fundamentalmente el color
v la turbidez. Esta puede eliminarse por filtracién o centrifu-
gacion. La interferencia del color puede soslayarse utilizando
la muestra coloreada como testigo, al que no se le agrega
reactivo 4.3.2 o empleando como instrumento de medida un
nefelémetro de doble posicion de cubeta, con lo que se elimina
la influencia del color.

4.7. Referencias.

1. Método utilizado en el Laboratorio de Suelos y Aguas
del IRYDA. Inf. Quim. Analitica. V. pp. 1-6, 1951.

2. Métodos de analisis recomendados por el Instituto de Hi-
drologia del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Pp. 11-13, 1968.

§ 5(a). CLORUROS

N (Indicador) N

5(a).1. Principio.

Los procedimientos clasicos para determinacion de cloruros
se basan ‘en la formacion de una sal de plata relalivamente
insoluble.

El punto de viraje de la valoracién de cloruros con nitrato
de plata puede ser detectado de diversas maneras, tal como
por la apariciéon de un precipitado rojo de Cr04Ag2 (valora-
cion de Mohr) o midiendo el potencial que se desarrolla en
la solucién mediante una combinacién apropiada de electro-
dos (Kolthoff y Kuroda, 1951),
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5(a).2. Material y aparatos.

5(a).2.1. Microbureta de 10 ml.
S(a).é. Reactivos.

5(a).3.1. Solucién al 5 por 100 de cromato potdsico.—Disol-
ver 5 g de cromato potasico en 56 ml de agua y afiadir nitrato
de plata 1N, gota a gota, hasta que se forme un precipitado
rojo claro permanente. Filtrar y diluir hasta 100 ml.

5(a).3.2. Nitrato de plata, 0,005 N.—Disolver 0,8495 g de seca-
do en estufa de nitrato de plata en agua y diluir exactamente
en un litro. Almacenar la solucién en un frasco color topacio
para protegerla de la luz.

5(a).4.

Tomar una alicuota de la solucién problema y valorar con
acido sulfurico hasta el punto de viraje con naranja de metilo
(Métodos Oficiales de Analisis de Aguas, num. 6). Se usara
una solucién patrén del acido en caso de que interese deter-
minar carbonatos y bicarbonatos.

Anadir cuatro gotas de reactivo 5(a).3.1 a la muestra guar-
dada después de la determinaciéon de carbonatos-bicarbonatos.
Valorar, agitando al mismo tiempo bajo luz brillante, con el
reactivo 5(a).3.2, usando una microbureta de 10 ml hasta que
aparezca el primer color rojo (pardo rojizo) permanente. Las
correcciones del ensayo en blanco varian con el volumen de
la muestra en el punto de viraje, y generalmente aumenta re-
gularmente entre 0,03 a 0,20 ml, segin aumenta el volumen
de 2 a 12 ml.

Procedimiento.

5(a).5. Cdlculos.
Calcular la concentracién de cloruros en meq/lL
V-V

’”

Cloruros = 0,005 X 1.000
Siendo:

V = Volumen, en ml, de NO3Ag utilizados en la valoracién
de la solucién problema,

V’ = Volumen, en ml, de NO3Ag utilizados en la valoracién
en blanco. ’

V” = Volumen, en ml, de alicuota. de solucién problema,

5(a).6. Observaciones.,

Los acidos minerales que disuelven los cromatos de plata -

deben estar ausentes. Por tanto, la cantidad de acido afiadida
debe ser la estrictamente necesaria para hacer la solucién
débilmente acida, evitdndese la adicion en exceso. Los ioduros,
bromuros y bicarbonatos forman precipitados con nitrato de
plata y deben estar ausentes de la muestra. Generalmente, los
fosfatos no interfieren, pero también deben de evitarse cantida-
des altas de fosfato. Los materiales organicos también deben
de eliminarse por su tendencia a reducir el nitrato de plata en
soluciones neutras. El hierro, normalmente, reacciona con el
cromato potasico, produciendo un cromato insoluble, pero la
cantidad de hierro que generalmente se encuentra en las mues-
tras no interfiere. En caso de que se crea que la cantidad de
hierro es alta, afiadir unas cuantas gotas mas de indicador para
asegurar el exceso de cromato.

5(a).7. Referencias.

1. Chapman, H. D., y Pratt, P, F.: Methods of Analysis for
Soils, Plants and Water, pp. 98-100, 1961,

2. Reitmeier, R. F.: Semimicroanalysis of Saline oil solu-
tions. Inds. and Engin. Chem. Analyt. Ed. 15, pp. 3£3-402, 1943.

3. Stout, P. R., y Johnson, C. M.: Methods -of Soil Analysis.
Part 2, pp. 1125-1126, American Society of Agronomy, 1965,

5(b). CLORUROS
(Potenciometria)
5(b).1. Principio.
Ver 5(a).1.
5(b).2. Material y aparatos.

5(b).2.1. Potenciémetro (pH-metro).
5(b).2.2. Electrodos de vidrio.
5(b).2.3. Electrodo de plata-cloruro de plata (Ag-ClAg).
. 5(b).2.4. Microbureta de 5 6 10 ml,
5(b).2.5. Agitador magnético.
5(b).3. Reactivos.
5(b).3.1. Suspensién de cloruro de plata (ClAg). Preparar un

precipitado de ClAg mezclando soluciones 0,1N de CINa y
NOgAg; 500 ml de cada solucién seran suficientes para preci-
piter ClAg para muchas determinaciones, Debe usarse un
ligero .exceso_de cloruro o de nitrato pare provocar un buen
precipitado. Lavar bien el precipitado con agua destilada y
transfer_irlq a un frasco topacio. Renovey la solv~ién sobrena-
dante diariamente durante diez dias, reemmplazandola con agua

destilada. para remover las trazas de los excesos de iones pla-
ta o cloruro. Finalmente, completar el volumen con agua has-
ta un litro.

5(b).3.2. Solucién de nitrato de plata (NOjzAg) 0,1 N. Disol-
ver 8,5 g de NO3Ag en agua destilada, diluir la solucién en un
volumen de 500 ml y almacenar en un frasco topacio. .

5(b).3.3. Solucién de nitrato de plata (NOjAg) 0,01 N. Di-
luir 10 ml de reactivo 5(b).3.2 en 100 ml con agua destilada.
Comprobar antes de usarla su normalidad valorandola poten-
ciométricamente con la solucién CIK I[reactivo 5(b).3.4], segun
se describe méas adelante.

5(b).3.4. Solucién patrén de cloruro potasico (CIK) 0,01 N.
Disolver 0,748 g de CIK puro y desecado en estufa y diluir
hasta un litro. Esta solucién es 0,01 N con respecto al cloruro
y se usa para valorar la soluciéon NO3jAg.

5(b).3.5. Solucién soporte de electrélito. Disolver 101 g de
nitrato potasicg (NO3K) recristalizado (calidad reactivo) en
agua, afadir 62 ml de acido nitrico concentrado (NOgH) y
diluir la solucién en un litro. .

5(bh).4.

Procedimiento,

Transferir una alicuota de la solucién problema preferente-
mente que contenga menos de 0,1 meq de cloruro al vaso de
valoracién. Diluir en agua destilada hasta un total de 25 ml,
aproximadamente. Afadir 2,5 ml de la solucién de electro-
lito.

Preparar la solucién de referencia ahadiendo a 25 ml de
agua destilada 2,5 ml de la solucién soporte de electrolito y
dos gotas de la suspension de ClAg. Sumergir el juegc de elec-
trodos de referencia, agitando ligeramente, cerrar el circuito
del pH-metro y anotar el potencial observado en milivoltios.
Reemplazar la solucién de referencia por le solucién problema
que contenga la solucién soporte de electrglito. Valorar agi-
tando suavemente con NO3Ag 0,01 N hasta que el potencial
que indique la escala del potencidometro o pH-metro sea el mis-
mo que el anotado para la solucién de referencia. Anotar el
volumen de solucion de NOzAg requerido.

5(b).5. Cadlculo.

Calcular la concentracién de Cl— en la solucién problema,
expresada en meq/lL .

V-N
Cloruros en la solucién problema = 1.000 -—v——-

V = Volumen, en ml, de la solucién de NO;Ag.
N = Normalidad de la solucién de NO3Ag.
V’ = Volumen, en ml, de la solucién problema.

5(b).6.

5(b).6.1. Los vasos de valoracion no deben exponerse a la
luz solar directa durante la valoracién, lo que podria provocar
un cambio de potencial final. La agitacién excesivamelte rapi-
da también puede cambiar el potencial final afadiendo una
componente de potencial de corriente.

5(b).6.2. El uso de la solucidén soporte de electrélito de alta
fuerza idnica dispensa de conocer al verdadero potencial de
equivalencia al mismo tiempo que ahorra las correcciones nece-
sarias por diferencia de fuerza i6nica de la salucién problema
o -tlase de electrélitos disueltos. El «potencial aparente de
equivalencia» que se obtiene es practicamente independiente
de las variaciones normales al diferente contenido de sales so-
lubles de la solucién problema. ’

5(b).6.3. El procedimiento descrito nq diferencia entre los
iones cloruros y bromuros.

5(b).6.4. Existen en el mercado diversos equipos de valo-
racién de cloruros en los que la valoréacién queda automatica-
mente interrumpida cuando se produce un cambio brusco de
potencial o conductividad que equivale a la precipitacion de
todos los iones Cl— inicialmente presentes como ClAg.

SimultAneamente se expresa digitalmente la concentracién
de cloruro:; en la alicuota afiadida a la solucién soporte, en la
que se realiza la valoracién. :

5(b).7.

Observaciones.

Referencias.

1. Fisher, R. B., y Peter, D. G.: Quantitatives chemical ana-
lysis. Saunders, 1968. .

2. Golterman, H. L.: Methods for chemical analysis of fresh
waters. TBP Hb60o. Blackwell Oxford, 1970.

3. Kolthoff, I. M., y Kurola, P, K.: Determination of iraces
of chloride. Anal. Chem. 23: pp. 1034-1306. 1951.

4. Stout, P. R., y Johnson, C. M:: Methods of Soils Analysis.
Pat 2, pp. 1127-1128. American Society of Agronomy, 1965.

6. ALCALINIDAD
6.1. Principio. .

Se determina por valoracién con una solucién valorada en
un acido mineral fuerte a los puntos de equivalencia del bicar-
bonato (pH 8,3) y acido carbénico (entre pH 4,2 y 54), bien
sea potenciométricamente o por medio de indicadores. El segun-
do punto de equivalencia indica la alcalinidad total de la mues-
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tra, que puede ser debida a los siguientes iones: hidréxido, car-
_benatos y bicarbonatos. E1 pH al que se produce dicha equiva-
lencia depende de la cantidad de CO, en solucion. Para una

muestra dada la eliminacion del CO, en solucién cuando la

valoracién se realice en atmésfera de nitrégeno o cuando. se
hierve en las proximidades del punto de viraje para suprimir
el CO,; produce un cambio mas brusco del potencial o del
color, pero la posicién del punto de viraje no cambia.
Suponiendo que las cantidades presentes en el agua de
SiO;H;, BO3H,;, NHy, SH— y COsCa. coloidal o en suspensién
sean despreciables, con las valgraciones mencionadas se pueden
determinar las concentraciones individuales de-hidréxidos, car-
bonatos y bicarbonatos.

6.2. Material y aparatos.

6.2.1. Matraces Erlenmeyer de 200 ml.

6.2.2. Pipeta. B
6.2.3. Bureta.

6.2.4. Potenciometro.’

6.3. Reactivos. p

6.3.1.
alcalinidad prevista de la muestra.
. 6.3.2 Indicador de fenolftaleina: Disolver 0,5 g de fenolfta-
leina en 50 ml de etanol dé& 95 por 100 y afadir 50 ml de agua.
Afiadir gota a gota solucion de NaOH 0,05 N libre de CO; hasta.
que el color se vuelva débilmente rosa.do

6.3.3. Indicador de anaranjado de metllo al 005 por 100 de
agua.

6.4. Procedimiento.

Tomar una alicuota que contenga menos de 1 meq de alcali-
nidad total y diluir hasta 50 ml con agua si fuese necesario.
Anadir dos gotas de 6.3.2 si se produce color; valorar con 6.3.1
hasta que desaparezca. el mismo. Afnadir dos gotas de 6.3.3 y
continuar la valoraciéon con 6.3.2 hasta el punto de viraje del
anaranjado de metilo. Caso de que exista dificultad en apreciar
el viraje, dctener la valoracién en las proximidades del mismo,
‘hervir el matraz durante unos minutos, dejar enfriar y conti-
nuar la valoracién..

Hacer un ensayo en blanco con los reactivos y 50 ml de agua
y restar de los anteriores valores los encontrados en este ensayo,
caso de que fuesen apreciables.

En caso de utilizar petenciémetro, la primera valoracién de
la muestra se hara hasta pH = 3,8 y la segunda hasta pH = 4,0.

6.5: Cdlculbs.

a = ml de alicuota de la solucién problema.

x = ml la lectura de la bureta en el punto de viraje de la fe-
nolftaleina después de corregir por ensayo en blanco.

z = ml la lectura de la bureta en el punto de viraje del ana-
ranjado de metilo después de corregir por ensayo en blanco,

N := nermalidad del acido. B
Caso 1 x < 2 z.¢ .
(OH-) = despreciable
- N -1.000 o
(CO3=) = 2x —— -
. a
. v N - 1.000
(CO3H-) = (z —2x) ——
a
Caso 2.° x > ‘2 Z. N
N . 1.000
(OH~-) = (2x — 2)
K a
} N - 1.000
(COy;=) = (2z — 2x) ——
- : a
(CO3H~) = despreciable
Caso 3.° x =% z.

Concentraciones meq/1

(OH-) y (CO3H~) despreciables, aplicar para (COa )
cualquiera de las dos igualdades de 10s casos 1.° y2.°

Todos los casos.

N . 1.000

a

Alcalinidad total = {CO3=) + (COzH-) + (OH-) =z ..—

6.6. Observaciones.

Todos los reactivos, asi como el agua usada en diluciones y
ensayos en blanco, deben obtener un bajo contenido en CO,,
particularmerite cuando sc trate de muestras con alcalinidad
baja. La eliminacién del CO; disuelto en el agua puede con-
scguirse mediante cualquiera de los dos procedimientos si-
guientes:

Acido sulfiirico o clorhidrico 0,1 N o 0,05 N, segun la’

1) Reducir la presién durante dlez & quince mlnutos con
una trompa de-agua.

2) Hervir durante diez a qumce minutos y dejar enfriar en
un Erlenmeyer con tapén.

8.7. Referencia. _

1. Golterman, H L.: Methods for chemical analysis of fresh
waters. 1BP Handbook no. 8, Black Well Scientif..- Publications.
Oxford 1970.

7 CALCIO

7.1. Principio. . .

Determinacién directa por absorcién atémica.
7.2. Material'y aparatos.

'7.2.1. Espectrofotémetro de absorcién atémlca. :
7.2.2. Lampara para determinar calcio, -
7.2.3. Matraces aforados de 50, 100 y 1.000 ml de capacidad.

7.3. Reactivos. )
7.3.1. Solucion patrén de Ca de 0,05 N.

DlSOIVEI‘ 2,500 g de .CO3Ca en 30 cc de CIH (1:3), que se
afiade lentamente. Completar hasta un litro con ague destllada

7.3.2. Solucién de lantano al 6,5 por 100.

Disolver 76,22 g de 6xido de lantano en 300 cc.de CIH (1:1);
afiadir lentamente y con culdado Completar hasta un litro con
agua ‘destilada.

7.4. Procedimiento.

7.4.1. Obtencién de la curva de calibrado.

Preparar a parfir de 7.3.1 soluciones de Ca conteniendo
1,0 meq, 0,5 meq, 0,2 meq y 0,1 meq. A cada una de ¢llas se les
adiciona con 40 cc de 7.3.2. Medir- a continuacién, en el.espec-
trofotémetro de absorcién atéomica, las soluciones de calibrado
a 422,7 nm utilizando llama de airc-acetilenp. Con las lecturas
obtenidas se traza la correspondiente curva de callbrado

7.4.2

Introducir en un matraz aforado de 50 ml, 25 ml de la mues’
tra y afadir 2 m] de solucién de lantano 7.3.2. Completar a 50 ml
con agua destilada. Continuar como en 7.4. 1

Valoracion.

7.5. Cdlculos. - -

Expresaf‘ los resultadds indistintamente en meq o en mg
de Ca por litro de agua los que se obtienen a partir de la curva
de calibrado, teniendo en cuenta la alicuota de muestra utili-
zada.

8. MAGNESIO
8.1. Princjpio.
Determinacién directa por absorcién atéomica.
.82 Material v dparatos.

8.2.1. Espectrofotometro de absorcion atémica.
8.2.2. Lampara para determinar magnesio.
8.2.3. Matraces aforados de 50, 100 y 1.000 ml de ‘capacidad.

8.3, Reactwos
8.3.1. Solucmn patron de magnesxo ‘0,05 N.

‘Atacar 0,600 g de metal puro con 30 cc de CIH (1:3), que se
afiade lentamente y calentando con suavidad. Una vez disuelto
vy frlo el conjunto, completar hasta un litro con agua destilada.

8.3.2. Soluciém de lantano al 6,5 por 100.

Disolver 76,22 g de gi(ido de lantano en 300 cc de CIH (1:1);
afiadir lentamente y con cuidado. Completar hasta un litro con
agua destilada.

8.4. Procedimiento.

8.4.1, Obtencidn de la curva' de calibrado.

Preparar a partir de 8.3.1 soluciones de magnesio contenien-
do 1,0 meq, 0,5 meq, 0,2 meq y 0,1 meq. A cade una de ellas se
les adiciona con 40 cc de la 8.3.2, Medir a continuacién, en el
espectrofotémetro de absorcién atémica, las soluciones de cali-
brado y 285,2 nm utilizando llama de aire-acetileno..Con las
lecturas obtenidas se traza la correspondiente curva petrén.

8.4.2. Valoracion.

Introducir en un matraz aforado de 50 ml, 25 ml de la mues-
tra y afadir 2 ml de solucién de lantano 8.3.2. Completar a 50 ml
con agua destilada, Continuar como en 8.4.1.

8.5. Calculos.

Expresar los resultados indistintamente en meq o en mg de
agua, los que se obtienen a partir de la curva de calibrado,
teniendo en cuenta la alicuota de muestra utilizada. :
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8(a). NITRATOS
(Método colorimétrico)

9(a).1. Principio.

Reaccién de los nitratos can la »b'ruci.na en medio sulfurico
y posterior medida del color, producido.
9(a).2. Material y aparatos. -

9(a).2.1. Espectrofotometro o colorimetro aptos para lectu-
‘ras entre 400 y 425 nm.

9(a).2.2. Pipeta de seguridad.
" 9(a).3. Reactivos.
.9(a).3.1. Solucién patréon de nitrato. Disolver 0,1620 g de

nitrato potasico anhidro en agua destilada y diluir a un litro.
1 ml de esta soluciéon contiene 0,1 mg de NOz—

9(a).3.2. Reactivo brucina-acido sulfanilico, Disolver 1,0 g de
brucina y 0,1 g de acido sulfanilico en unos 70 ml de agua
destilada caliente, afiadir 3 ml de acido clorhidrico concentra-

do, dejar enfriar y diluir hasta 100 ml con agua destilada.

9(a).3.3. Solucion de acido sulfarico. Agregar con cuidado
500 ml de acido sulfurico. concentrado a 75 ml de agua des-
tilada.

9(a) 4.

9(a).4.1. Construccion de la curva patron. Tomar partes ali-
cuotas de 9(a)31 y someterlas al procedimiento descrito en
9(a).4.2.

Procedimiento.

9(a).4.2.

Introducir en un matraz aforado de 50 ml, 2,0 ml de la
muestra, Anadir, mediante pipeta ‘de seguridad, 1,0 ml} de
9(a).3.2, y a continuacién 10 ml de 9(a).3.3. Mezclar bien y de-
jar en la oscuridad 10 + 1 minutos. Pasado este tiempo, afia-
dir, agitando, agua destilada hasta 40 ml y de]a.r en la oscu-
ridad durante 15 + 1 minutos. A continuacidn colocar el ma-
traz en un vaso con agua, dejandolo en la oscuridad hasta
que adquiera la temperatura ambiente (generalmente quince
minutos), Acto seguido enrasar el matraz con agua destilada,
homogeneizar el conjunto, llevar al fotdmetro y leer a 410 nm
en cubeta de -1 cm de paso de luz. El valor 100 de transmi-
tancia se obtiene con 2 ml de agua destilada sometida al
mismo procedimiento indicado.

9(al).5.

Calcular el contenido en' nitratos mediante comparacion con
la correspondiente curva patrén, teniendo en cuenta el factor
de dilucién. ~

9(a).6.

9(a).6.1. En las condiciones citadas se pueden medir con-
centraciones de NO3s— comprendidas entre 5 y 50 .mg de NOz—
por litro. ‘Si se desea medir concentraciones -inferiores a la
minima citada, puede concentrarse la muestra o emplear cu-
betas de 2 6 4 cm de paso de luz. Inversamente, si de lo que
se trata es de medir concentraciones superiores a la méaxima
que admite el procedimiento, se puede diluir la muestra o
emplear cubetas de 0,5 cm de paso de luz.

9(a).6.2. Los iones Fet+ Fet+++ y Mni+ pueden mterfenr
ligeramente si su concentracién e superior a 1 mg/1.

9(a).7.

Determinacién.

. Cdlculos.

Observaciones.

Referencias. .

1. Stahdard Method, 14.2 Ed., 1975, 427.
2, AOAC Method, 12.2 Ed., 1975, 614.

9(b). NITRATOS
(Método por ultravioleta)
9(b).1. Principio.
Absorcién de la radi®cion ultravioleta por el ion nitrato.

9(b).2. Material y aparatos.

9(b).2.1. Espectrofotometro apto para lecturas a 220 y 275 nm.
9(b).2.2. Matraz aforado de 50 ml.

9(b).2.3. Pipeta graduada de 25 ml. -

9(b).3. Reactivos.

9(b).3.1. Agua desionizada y destilada posteriormente en

aparato de vidrio: Su empleo es necesario para la preparacién
de todas las soluciones y diluciones.

9(b).3.2. Solucién patron de nitrato. Disolver 0,7218 g de
NOsK en agua y diluir a un litro. Esta solucién contiene 100 mg
de N por litro (solucion A), Diluir 100 ml de la solucién A a
1.000 ml con agua, 1 ml contiene 10 microgramos de N o 44,3 mi-
crogramos de NOg—

9(b).3.3. Solucu:’m de acido clorhidrico 1 N.

9(b).3.4. Suspensién de hidréxido de aluminio. Disolver
125 g de alumbre de potasio en un litro de agua. Calentar &
60°C y anadir 5 ml de NHj;, lentamente y con agitacién. Des-
pués de dejar le mezcla en reposo por espacio de una hora,

llevarla a un vaso de d05 htros y lavar el precipitado por su-
cesivas adiciones y decantaciones con agua, hasta eliminacién
de los iones cloruro, nitrato, nitrito y amonio. Finalmente,
después de la sed1mentac16n 'decantar tanto liquido como sea
posible, reservando solamente la suspensién concentrada,

9(b).4. Procedimiento.

9(b).4.1. Preparacion de la -muestra, Si se sospecha que
la muestra de agua contiene interferencias organicas o es co-
loreada, afnadir 4 ml de la suspensiéon de hidréxido aluminico
a cada 100 ml de muestra en un Erlenmeyer. Agitar y dejar
sedimentar durante cinco minutos. Pasar a través de un filtro
de membrana de 0,45 micras previamente lavado con 200 ml de
agua.

A 50 ml de la muestra clarificada como se expresa anterior-
mente o a 50 ml de la muetra filtrada por métodos conven-
cionales. Anadir 1 ml de HCl 1N y agitar,

9(b).4.2. Construcciéon de la curva patrén. Tomar partes
alicuotas de 9(b).3.2 y someterlas al procedimiento descrito en
9(b).4.3. La concentracion estara comprendida entre-0 y 30 mg/1
de NO;3—.

9(b).4.3. Determinacién. Leer en el espectrofotéometro a
220 nm para obtener la lectura eorrespondiente a los nitratos
¥y a 275 nm para obtener la interferencia debida a la materia
organica disuelta. El valor cero de absorbancia o 100 de trans-
mitancia se obtiene con agua 9(b).3.1 sometida al mismo pro-
cedimiento indicado.

9(b).5.

Restar la lectura a 275 nm multiplicada por dos de la lec-
tura a 220 nm para obtener la absorbancia debida al ion nitrato.

Calcular el contenido en nitratos mediante comparacién con
la correspondiente curva patrén, teniendo en cuenta el factor
de dilucién.

9(b).6.

8(b).6.1. Interfieren la materia orgénica, carbonatos, nitri-
tos, cromo hexavalente y detergentes anionicos. Los carbonatos
se eliminaron al anadir HCl; la materia organica, al restar su
absorbancia de la del nitrato. Cuando se conocen las cantida-
des presentes en la muestra de nitritos, cromo hexavalente y
detergentes anidénicos hay que construir las correspondientes

Calculos.

Observaciones.

‘curvas de correccién para cada una de estas sustancias por me-

dida de sus absorbancias a 220 nm. El ion nitrito se puede tam-
bién oxidar a nitrato con agua oxigenada de 110 volumenes,
teniéndolo en cuenta en los calculos.

9(b).7. Referencia.

1. Standard Methods (APHA, AWWA y WPCPF), 15.2' edicién,
1971, 237.

10(a). AMONIO
(Métddo del reactivo de Nessler)

10(a).1. Principio. .

El reactivo de Nessler (I;Hg 2 IK) produce con €l amoniaco un
complejo amarillo-pardo cuya intensidad de color puede me-
dirse.

10(a).2. Material y aparatos.

10(a).2.1. Espectrofotémetro o fotocolorimetro apto para lec-
turas entre 400 y 425 nm.

10(a).2.2. Equipo de destilacion con corriente de vapor de
agua.

10(a).3. Reactivos.

10(a).3.1. Oxido de magnesio, exento de amoniaco.

10(a).3.2. Solucion de acido boérico al 2 por 100.

10(a).3.3. Reactivo Nessler. Disolver 100 g de I;Hg anhidro

y 70 g de IK anhidro en ¢l minimo volumen de agua posible.
Agregar esta disolucion lentamente y agitando a una solucion
fria de 160 g de NaOH en 500 ml de agua. Diluir el conjunto
hasta un litro con agua. Este reactivo debe dar el color carac-
teristico con 0,1 mg/l de NH; dentro de los diez minutos si-
guientes a su adicién y no producir precipitado con 1 mg/l de
NH;3; en un espacio de tiempo de dos horas.

10(a).3.4. Solucién meadre de NHy+, Diluir 0,367 g de sulfa-
to amédnico en agua hasta un litro. -

10(a}.3.5. Soluciéon patrén de NHyt. Diluir 100 ml de
10(a).3.4 con agua hasta un litro. 1 ml contiene 0,01 mg de NHyF

10(a).4. Procedimiento.

10(a).4.1. Construcciéon de" la curva patron, Tomar partes
alicuotas de 10(a).3.5 y someterlag al procedimiento descrito
en 10(a).4.2, teniendo en cuenta la cantidad de muestra que
se utilizé en la destilacién y el volumen final del destilado.

10(a).4.2. Détermindcion.

Poner ‘en marcha el equipo de destilacién haciendo pasar
por el mismo vapor de agua durante cinco minutos, al menos,
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para eliminar del equipo posibles trazas de amoniaco, Colocar
a continuacién en el matraz de destilacion una cantidad exac-
tamente medida de la muestra (250-300 ml), 0,5 g de MgO
[10(a).3.1], poner en marcha el equipo recogiendo el destilado
en un matraz Erlenmeyer del00 ml, en el que se han coloca-
do 5 ml de solucién de acido bérico [10(a}.3.2]1. Cuando han
destilado alrededor de 50 ml, comprobar si el destilado esta

ya libre de amoniaco, y si es asi, suspender la operacién, lle-.

vando el destilado a 100 ml con agua destilada en matraz
aforado. Tomar 50 ml de la solucién anterior, afiadir 1 ml de
reactivo Nessler [10(a).3.3] y mezclar el conjunto. Pasados
diez minutos, llevar al espectrofotémetro donde se lee la absor-
bancia a 410-425 nm en cubeta de 1 cm de paso de luz. Como
patréon cero utilizar 50 ml de agua sometidos al mismo tra-
tamiento que la muestra.

10(a).5. Calculos. .

Calcular el contenido en amonfaco mediante comparacion
con. la correspondiente curva patron, teniendo en cuenta el
factor de dilucidn.

o

10(a).8. Obsérvaciones.

10(a).6.1. En las condiciones citadas se pueden medir con-
centraciones de amoniaco comprendidas entre 0,05 y 0,5 mili-
gramos de NHy+ por litro. Si se desea medir concentraciones
inferiores a la minima citada, se pueden emplear cubetas
de 2 a 4 cm de paso de luz. Si se trata de medir concentra-
ciones superiores a la maxima que admite el procedimiento,
diluir la muestra o emplear cubetas de 0,5 cm de paso de luz.

10(a).7. Referencias.

1. Standard Methods (APHA, AWWA, WEPCF), 14 edi-
cion, 1975, 412. . ) )
2. AOAC Methods, 12.* edicidén, 1975, 614.

10(b). AMONIO
(Método volumeétrico)

10(b).1. Principio.

El amoniaco destilado de la muestra se recoge sobre. 4cido
bérico con un indicador adecuado y se valora con acido sul-
furico de normalidad conocida. Aplicable a concentraciones
superiores de 2 mg/l del ion amonio.

10(b).2. Material y aparatos:

10(b).2.1. Equipo de dsstilacién con corriente de vapor de
agua.

10(b).3. Reactivos.

10(b).3.1. Oxido de magnesio, exento de amoniaco.

10(b) .3.2. Solucién de acido bdrico al 2 por 100.

10(b).3.3. Indicador de Tshiro. Tasiro. Disolver 0,125 g de

rojo de metilo y- 0,080 g de azul de metileno en 100 1l de al-
cohol de 96. o

10(b).3.4. Acido sulfurico 6,005 N.

10(b).4. Procedimiento.

Poner en marcha el equipo de destilacion haciendo pasar
por el mismo vapor de agua durante cinco minutos al menos,
para eliminar del equipo posibles trazas de amoniaco. Colocar
a continuacién en el matraz 250 ml de muestra, 1 g de MgO
[10(b).3.1] y poner en marcha el equipo, recogiendo el desti-
lado en un matraz Erlenmeyer de 250 ml en el que se han
colocado 10 ml de solucién de acido bérico 10(b).3.2 y dos
gotas del indicador 10(b).3.3. Comprobar, cuando han destilado
alrededor de 50 ml, si el destilado esta ya libre de amoniaco,
y si es asi, bajar el Erlenmeyer para que el pico del destilador
quede por encima del liquido ya destilado; continuar la ope-
racion dos minutos mas. Acto seguido, valorar el destilado
con acido sulfurico 10(b).3.4. Fl indicador vira en el punto
estequiométrico de verde a violeta. N

10(b).5. Cdlculos.

El contenido de la muestra, expresado en mg de NH, por
litro, se obtiene aplicando la siguiente expresion:

NH4+ (mg/l) = a. f. 0,09. 4

a = volumen, en ml, de acido sulfurico gastado en la va-
loracién. .
f = factor de correccién de la normalidad del acido.

10(b).6. "Referencias.
i, Standard Methods (APHA, AWWA, WPCF), 14.° edi-

cion, 1975, 427, L :
2. AOAC Methods, 12.% edicién, 1975, 514.

11. NITRITOS
11.1. PrincCipio.

Reaccién con el acido sulfanilico nn medio clorhidrico y
posterior medida espectrofotométrica del color desarrollado,

11.2. Material v aparatos.

11.2,1, Espectrofotometro que permita lecturas a 425 nm,

11.3. Reactivos.

11.3.1. Reactiyo de Zambelli. Diluir 260 ml de acido clorhi-
drico concentrado con 500 ml de agua desionizada. Anadir 5,0
gramos de acido sulfanilico y 7,5 g de fenol, calentando sua-
vemente hasta disolucién, Dejar enfriar y agregar 135 g de
cloruro. amoénico. Cuando todo esta disuelto, completar hasta
1 litro con agua desionizada."

11.3.2. Amoniaco concentrado (d = 0,925).

11.3.3. Soluci6én patrén de nitritos. Disolver 0,345 g de
NO;Na en agus desionizada hasta 1 litro; 1 ml equivale a
0,230 mg de NO,—, Esta solucién se conserva haste un mes
afiadiéndole 1 ml de cloroformo y manteniéndola en refrige-
rador, En caso contrario, debera prepararse cada vez que se
vaya a utilizar, N

11.4.- Procedimiento.

11.4.1. Curva patron. Preparar las soluciones necesarias a
partir de 11.3.3 mediante una o mas diluciones llevadas a 50 ml
con agua desionizada y sometidas a igual- tratamiento de la
muestra. Como blanco, usar 50 ml de agua desionizada some-
tidos a idéntico tratamiento que la muestra.

114.2. Tomar 50 ml de.la muestra en un vaso y afadir
mediante pipeta 2 ml del reactivo 11.3.1, mezclar bien y es-
perar durante. diez minutos. A continuacién afiadir con pipe-

-ta 2 ml de 11.3.2. Homogeneizar el conjunto y esperar cinco

minutos. Llevar la solucién ‘al espectrofotémetro y leer la ab-
sorbancia a 425 nm en cubeta de 1 cm de paso de luz. El
color es estable veinticuatro horas.

11.5. Interpretacion de resultados.

Partiendo de los valores de absorbancia obtenidos, hallar,
mediante la curva patrén, la concentracién de NO,— en la
muestra. ’

12. SODIO
(Por fotometria de llama)

12.1. Principio.
Aspiraciéon directa de ia muestra a la llama y lectura a
586 nm.

-
12.2. Material y aparatos.

12.2.1, Espectrofotometro o fotémetro de llama, aptos para
efectuar lecturas a 586 nm.

12.3. Reactivos.

12.3.1. Solucién de 1.000 mg Na/l. Pesar 2,542 .g de cloruro
sodico, previamente desecado, y disolver en agua desionizada,
completando hasta 1 litro. .

12.3.2. Soluciones patrones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 mili-
gramos Na/l. Diluir partes alicuotas de la solucion anterior
a volumen conveniente. ’

12.3.3. Soluciones patrones de 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mg Na/l. Di-
luir partes alicuotas de las soluciones anteriores a volumen
conveniente,

12.4. Procedimiento.

Dejar estabilizar el aparato. Seleccionar la longitud de onda
aspirando a la llama adecuada la solucién patrén de 100 mili-
gramos Na/l y recorrer cuidadosamente las proximidades de
la longitud de onda tedrica del sodio hasta encontrar aquella
en que se logra la maxima respuesta.

Obtener las curvas de calibrado con la escala de patrones
y a continuacidn aspirar la muestra y efectuar la lectura.

12.5.
En mg o meq de Na por litro de agua.

Expresion de #os resultados.

12.6. Observaciones.

12.6.1. Para reducir las posibles interferencias, afadir a la
muestra y a las soluciones patrones litio u otro elemento
facilmente ionizable hasta una concentracién del orden de
1.500 ppm.

'12.6.2. Con determinado instrumental es necesario utilizar
patrones mas diluidos.

12.7. Referencias.

1. Standard Methods
cioén, 1975,

(APHA, AWWA, WPCF), 14° edi-
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2. Instituto de Hidrologia: «Normas Analitlicas de las Aguas».
Madrid, 1975.

13. POTASIO
(Por fotometria de llama)

13.1. Principio.

Aspiracién directa de la muestra a la llama y lectura a
765 nm.

Material y aparatos.

13.2.
. 13.2.1. Espectrofotémetro o fotémetro de llama, apto pare
efectuar lecturas a 765 nm.

13.3. Reactivos.

13.3.1. Solucién ‘de 1.000 mg K/1. Pesar 1,907 g de cloruro

potasico, previamente desecado, y disolver en agua desioni-
zada, completando hasta 1 litro. . .
13.3.2. Soluciones patrones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 mili-
gramos K/1. Dis<lver partes alicuotas de la solucion anterior
& volumen conveniente. . .
13.3.3. Soluciones patrones de 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mg K/l. Di-
luir partes alicuotas de las soluciones anteriores a volumen
conveniente. .

13.4. Procedimiento. )

Dejar estabilizar el aparato. Seleccionar la longitud de onda
aspirando a la llama adecuada la solucién patrén de 100 mili-
gramos K/1 y recorrer cuidadosamente las proximidades de la
longitud de onda teérica del potasio hasta encontrar aquella
en que se logra la maxima respuesta. ) .

Obtener las curvas de calibrado con la escala de patrones
y a continuacién aspirar la muestra y efectuar la lectura.

13.5. Expresién de los resultados.
En mg o meq de K por litro de agua.
13.6.

13.6.1. Para reducir las posibles inferferencias, afiadir a la
muestra y a las soluciones patrones litio u otro elemento fa-
cilmente ionizable hasta una concentraciéon del orden de
1.500 ppm. .

. 13.8.2. Con determinado instrumental es necesario utilizar
patrones mas diluidos. ’

13.7. Referencias.

1. Standard Methods
cién, 1975.

2. Instituto de Hidrologia: «Normas Analiticas de las Aguas».
Madrid, 1975.

Observaciones.

(APHA, AWWA, WPCF), 14.° edi-

ANEJO IX

METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS DERIVADOS
DE LA UVA

VINOS

42. INVESTIGACION DE DERIVADOS MONOHALOGENADOS
DEL ACIDO ACETICO

42.1. Principio.

Extraccién de los derivados monohalogenados del acido acé-
tico con éter sulfarico previamente acidificado. Formacion de
tioindigo, de color rojo, que se extrae con clorceformo.

El método permite detectar de 1,5 a 2 mg/l de acido mono-
cloroacético y las cantidades correspondientes de otros deriva-
dos monohalogenados.

42.2. Material y aparatos.

42.2.1. Eter sulfurico.

42.2.2. Acido sulfarico (1 + 4) (v/v).

42.2.3. Sulfato sodico anhidro desecado en estufa a 105° C.
42.2. 4. Hidréxido sédico 0,5 N. - .
42.25. Acido tiosalicilico (2 mercaptobenzoico) al 3 por 100

(p/v) en NaOH 1,5 N, *
42.2.6. Ferricianuro potasico al 2 por 100 (preparar inmedia-
tamente antes de usar).

42.2.7, Cloroformo.
42.2.8. Bafio de agua.
42.2.9. Estufa eléctrica.

42.2.10. Embudos de separacion.,

42.2.11. Céapsulas de porcelana 70-80 mm O.

42.2.12, Tubos de 150 X 15 mm con tap6n esmerilado.
42.2.13." Tubos de 150 X 15 mm con llave inferior.

42.3. Procedimiento.

Introducir_en un Erlenmeyer de 500 cc y boca esmerilada
100 m! de vino, 5 ml de é4cido sulfurico (1 + §) y, agitando,
100 m! de éter s_ulfﬁrico, continuando en un agitador durante

una hora, Separar en embudo de decantacidon y descartar la
capa interior. Afiadir 8-10 g de sulfato sd6dico anhidro al ex-
tracto éter, agitando vigorosamente. Verter el éter en otro
embudo de 500 ml, agregando sucesivamente: 50, 2,5 y 2,5 ml
de NaOH 0,5 N, agitando un minuto cada vez y reuniendo las
tres capas inferiores alcalinas obtenidas en un tubo con tapon
esmerilado, en el cual se habra vertido previamente 1 ml de la
solucién de &acido tiosalicilico. Agitar enérgicamente durante
treinta segundos y transferir el contenido del tubo a una cap-
sula de porcelana, evaporando durante una hora en bafio de
agua (90-100° C), tiempo que habra de respetarse aun cuando
el agua se evapore mucho antes. .

Si se formara una costra sobre la superficie, es convenien-
te romperla con una varilla fina de vidrio, lo que facilitara
la evaporacion. Pasado este tiempo, llevar la céapsula con el
residuo seco a la estufa mantenida a 200° C durénte treinta mi-
nutos exactamente, pasados los cuales se retira y se deja en-
friar a la temperatura ambiente. Afnadir 2 ml de agua destila-
da que disolvera la mayor parte del extracto y recoger en un
tubo con llave en su parte inferior; agregar otros 2 ml de agua
destilada para lavar la capsula y, por ultimo, 3 ml de solucién
de ferricianurp, recogiendo todo ello con los primeros, agitan-
do bier™el tubo durante treinta segundos para facilitar la oxi-
dacién. Conviene asegurarse de que todo el residuo se disolvid
bien en los 4 ml de agua destilada antes de anadir la solucién
de ferricianuro, En presencia de un derivado monohalogenado
se desarrollara una coloracién rojo-anaranjado (apenas percep-
tible para contenidos inferiores a 0,1 mg). Agregar 3 ml de clo-
roformo; agitar alternativamente tres-cuatro veces y decantar.
Si el extracto cloroférmico inferior se colorea de rojo-fucsia o
rosado, indica la presencia de derivados monohalogenados del
acido acético.

42.4. Referencias.
1. Recueil des Méthodes Internationales. d'Analyse des Vins.

0.1.V.A 35h.

2. Cabezuco, Gorostiza y Garrido: Determinacién de deri-

. vados monohalogenados del 4cido acético. Instituto de Fermen-

taciones (1971, ATA, vol. II, nam. 1, paginas 145-151).
43. GRADO ALCOHOLICO-EN POTENCIA
43.1. Principio.

Es el volumen en litros de alcohol susceptibie de obtenerse
por fermentacion total de los azlcares contenidos en 100 litros
de vino.

43.2. Material ¥ aparatos.
Como en 7(a).2 6 7(b).2.
43.3. Reactivos.
Como en 7(a).3 6 7(b).3.
43.4. Procedimiento.
Como en 7(a) 6 7(b).
43.5. Cdlculos.
) N-1 -
Grado alcohdlico en potencia = _—
17
donde:

N = g/1 de azucares reductores de ld muestra.
44. GRADO ALCOHOLICO TOTAL
44.1. Princlipio.

Se ‘considera el grado alcohélico total como la suma del
grado alcohélico adquirido determinado segun 5(a) o 5(b), y del

- grado alcohdlico potencial, determinado seguin 43.

44.2.

Grado alcohélico total = Grado alcohdlico adquirido + Grado
alcohdlico potencial.

Cdlculo. ‘

7(c). AZUCARES REDUCTORES

(Valoracién).

7(<5).1. Principio.

Eliminacion de las materias reductoras distintas de los azu-
cares reductores por defecacién, y posterior valoraciéon basada
en la accién reductora de los ezucares sobre una solucion
cupro-alcalina.

7(c).2.

7(c).2.1. Erlenmeyer de 300 ml con refrigerante de reflujo.
7(c).2.2. Material necesario para volumetria.
7(c).2.3. Bano de agua.

7(c).3.
7(c).3.1.

Disolver por separado: 25 g de sulfato de 'cobre. puro
(SO4Cu - 5H,O) en 100 ml de agua: 50 g de écido citrico en

Material y aparatos.

Reactivos.
Solucién cupro-alcalina:*
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300 ml de agua y 388 g de carbonato de sodio cristalizado en
300-400 ml de agua caliente, Mezclar la soluciéon de acido ci-
trico y la de carbonato de sodio. Afiadir a continuacién la so-
lucién de sulfato de cobre y completar el volumen con agua
hasta un litro.

7(c).3.2. Solucién de ioduro de potasio al 30 por 100. Con-
servar en frasco topacio.

7(c).3.3. Solucién de acido sulfurico al 25 por 100 en vo-
lumen. . _
7(c).3.4. Solucién de engrudo de almidén de 5.g/1; conten-

dra 200 g/l de cloruro de scdio para asegurar su conservacion.
Esta solucion debe de .ser mantenida diez minutos en ebulli-
cién en el momento de su'preparacién,

7(c).3.5. Tiosulfato de sodio N/10.

7_(c).4. Procedimiento.

Poner en el Erlenmeyer de 300 ml, 25 ml de la solucién cupro-
alcalina y 25 ml del vino previamenie defecado. segin 7(a) o
7(b). Este volumen afiadido no debe contener mas de 60 mg de
azicares reductores. i

Afadir algunos granos de piedra pémez y llevar a ebullicién,
que debe de ser alcanzada.en dos minutos, adaptando el Erlen-
meyer al refrigerante de reflujo y mantener exactamente du-
rante diez minutos la ebullicion. .

Enfriar inmediatamente bajo corriente de agua fria. Anadir
10 ml de la solucion de ioduro de potasio al 30 por 100, 25 ml de

la solucién de acido sulfarico al 25 por 100 y 2 ml de engrudo
de almiddén. A continueacién, valorar con la solucién 0,1 N de tio-
sulfato de sodio.

Efectuar una prueba en blanco, sustituyendo los 25 ml del
vino previamente defecados Lor igual volumen de agua desti-
lada y tratar como se ha indicado antes para la muestra.

7(c).5. Cdlculos. L)

La cantidad de azucar, expresada en azucar invertido con-
tenida en la muestra analizada, se obtiene en la tabla 7(c).1 en
funcién del n” — n de ml de tiosulfato utilizado.

Siendo:

n = Volumen, en ml, de solucién de tiosulfato de sodio

) 0,1 N utilizados en la valoracign de la muestra, -

n’ = Volumen, en ml, de solucién de tiosulfato de sodio
0,1 N utilizados en la prueba en blanco. : :

Expresar el contenido del vino en g de azucar invertido por
litro, teniendo en cuente las diluciones efectuadas en el curso
de la defecacién del volumen de la muestra analizada.

7(c).6. Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins.
O.1.V. A 4e 29-31.

TABLA 7(c)1

Azucares reductores, expresados en mg

Primera cifra decimal
Ml N/10 de tiosulfato
de sodio
0 1 2 3 4 5 8 7 8 [
. 'S
) 0,0 0,3 0.6 1,0 1,3 1,8 1,9 2,2 2,6 2,9
1 3,2 3,5 3,8 4,2 4,5 4,8 51 5,4 5,7 6,1
2 6.4 6,7 7,1 7,4 7,7 8,1 8,4 8,7 8,0 9,4
3 9,7 10,0 10,4 10,7 11,0 11,4 11,7 12,0 12,3 12,7
4 13,0 13,3 13,7 14,0 14,4 14,7 15,0 15,4 15,7 16,1
5 16,4 16,7 17,1 17,4 17,8 18,1 18,4 18,8 19,1 19,5
6 . 19,8 20,1 20,5 20,8 21,2 21,5 21,8 22,2 22,5 22,9
7 23,2 23,5 23,0 . 24,2 24,6 24,9 25,2 25,6 25,9 26,3
8 26,6 28,9 27,3 27,6 28,0 28,3 28,6 29,0 20,3 29,7
8 30,0 30,3 30,7 31,0 31,3 31,7 32,0 32,4 32,7 33,0
10 33,4 33,7 34,1 34,4 34,8 35,1° 35,4 35,8 36,1 36,5
11 36,8 37,2 37,5 37,8 39,2 38,8 38,9 39,3 39,8 40,0
12 40,3 40,7 41,0 41,4 41,7 42,1 42,4 - 42,8 43,1 43,5
13 - 43,8 44,2 44,5, 44,9 45,2 45,8 45,9 46,3 46,6 47,0
14 47,3 47,7 48,0 48,4 48,7 49,1 49,4 40,8 50,1 50,5
15 50,8 51,2 51,5 51,9 52,2 52,8 52,0 53,3 53,6 54,0 -
16 54,3 54,7 55,0 55,4 55,8 56,2 56,5 56,9 57,3 57,6
17 58,0 58,4 58,8 59,1 59,5 50,9 60,3 80,7 81,0 61,4
18 61,8 62,2 62,5 62,9 63,3 63,7 84,0 64,4 64,8 65,1
19 65,5 85,9 66,3 66,7 67,1 87,5 67,8 68,2 88,6 69,0
20 69,4 69,8 70,2 70,6 71,0 71,4 71,7 72,1 72,5 72,9
21 73,3 73,7 74,1 74,5 74,9 75,3 75,8 76,0 76,4 76,8
22 77,2 77,8 78,0 78,4 78,8 79,2 79,6 80.0 80,4 20,8
23 81,2 81,6 82,0 82,4 82,8 83,2 83,8 84,0 84,4 84.8
24 85,2 85,8 88,0 86,4 86,8 87,2 87,6 88,0 88,4 88,8
25 89,2 89,6 90,0 90,4 90,8 91,2 91,6 92,0 92,4 92,8
30. CLORUROS Introducir 5,0 ml de la solucién patrén de cloruros en un
L, vaso de 150 ml. Diluir aproximadamente a 100 ml con agua
30.1. Principio. destilada -y*acidificar con 1,0 ml de acido nitrico (30.3.3). Infro-

Determinacion directa de cloruros por potenciometria utili-
zando el electrodo Ag/AgCl.

30.2. Material y aparatos.

30.2.1. pH-metro con escala que permita apreciar 2mV.

30.2.2. Agitador magnético.

30.2.3. Electrodo Ag/AgCl, con una soluciéon saturada de
nitrato de potasio como electrolito.

30.2.4. Microbureta graduada en 1/100 de ml.

30.3. Reactivos.

30.3.1. Solucion pairén de cloruros.—Disolver 2,1027 g de
cloruro de potasio puro para andlisis (maximo 0,005 por 100 de
bromo) previamente desecado, en agua destilada hasta 1 litro.
1 ml de esta solucion contiene 1 mg de ion cloro. .

30.3.2. Solucién de nitrato de plata.—Disolver 4,7912 g de
nitrato de plate en una solucién alcoho6lica al 10 por 100 (v/v)
hasta 1 litro. 1 ml de esta solucién corresponde a 1 mg de ion
cloro. ’

30.3.3. Acido nitrico concentrado (d = 1,40).

30.4. Procedimiento.
. 30.4.1, Determinacién del potencial del punto de equiva-
encia.

ducir los electrodos. Afadir 10 ml de la solucién de nitrato
de plata, agitando moderadamente: adicionar los cuatro pri-
meros mililitros en fracciones de 1 ml y leer las correspondien-
tes lecturas en milivoltios; los dos siguientes mililitros, en frac-
ciones de 0,2 ml y continuar adicionando en fracciones de 1 mi-
lilitro hasta que se hayan alcanzado un total de 10 ml. Después
de cada adicion esperar unos treinta segundos antes de hacer
la correspondiente lectura en milivoltios. Llevar los valores asi
obtenidos sobre un papel milimetrado en funcién de los corres-
pondientes mililitros de solucién de nitrato de plata -y a partir
del punto singular de la curva obtenida determinar el potencial
del punto de equivalencia.

Para comprobar el potencial del punto de equivalencia, llevar
a un vaso de 150 ml 5,0 ml de la solucién patrén de cloruros,
95 ml de agua destilada y 1 ml de &cido nitrico concentrado.
Introducir el electrodo y valorar agitando, justamente hasta
el potencial del punto de equivalencia. .

Repetir esta operacién hasta obtener una buena concordan-
cia de resultados. Este control debe efectuarse antes de deter-
minar la concentracién de cloruros en cada serie de muestras
a analizar.

30.4.2. Determinacién,

Lievar a un vaso de 150 ml 50,0 ml de vino. Afadir 50 ml de
agua destilada y 1,0 ml de acido nitrico concentrado. Valorar
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a continuacién siguiehdo el procedimiento descrito _anterior-
mente hasta alcanzar el potencial del punto de equivalencia.

30.5. Cdlculos.
La cantidad de cloruros se determina mediante las expre-
siones: .

0,02 n en gramos de ioft cloro. ] )
0,5633 n en miliequivalentes por litro de ion cloro.
0,0329 n en gramos de cloruro sédico por litro.

Siendo:

n = volumen, en ml, de solucién de ni-tratd de plata necesa-
rio para alcanzar el potencial del punto de equivalencia.

30.6. Referencia.

1. Recueil des Méthodes Intérnatioriales d’Analyse des Vins.
O.1. V. A 155. °

-~ 45. COLORANTES SINTETICOS

45.1. Principio. )

Concentracién mediante ebullicién, extraccién con éter y fi-
jacion de colorantes sintéticos basicos y acidos sobre lana y
posterior confirmacion por cromatografia en papel.

45.2. Material y aparatos.
45.2.1. Hebras de lana blanca - previamente desengrasadas
con éter, )

45.2.2. Hebras de lana blanca mordentadas. Disolver 1.g de
sulfato de aluminio cristalizado y 1,2 g de tartrato acido de
potasio en 500 ml de agua. Introducir en esta solucién 10 g de

hebras de lana blanca, previamente desengrasadas con éter y

secas, agitar durante una hora y dejar reposar de dos a tres
horas; transcurrido dicho tiempo, secar a temperatura ambienfe.

45.2.3. Papel para cromatografia Whatman nuamero 1 0 si-
milar. )

45.2.4. Erlenmeyer de 50 ml de capacidad, .

45.2.5. Ampolla de decantaciéon de 200 ml de capacidad.
45.3. Reactivos.

45.3.1. Eter sulfarico. .
45:3.2, Hidroéxido de sodio al 5 por 100.

45.3.3. Acido acético glacial, d = 1,05. -

45.3.4, Acido acético diluido, 1/18 (v/v).

45.3.5. Acido clorhidrico diluido 1/10 (v/v). *

45.3.6. Amoniaco puro, d = 0,92, .

45.3.7. Solvente numero 1 para cromatografia de colorantes

de caracter basico:

Butanol n ... ... ... ... .. .. 50 ml
Etanol ... ... .. .o over e e eee s 25 ml
Acido acético glacial ... ...... ... ... 10 ml
Agua destilada ....... ... ... ... 25 ml

45.3.8. Solvente nuimero 2 para la cromatografia de coloran-
tes de caracter acido:
Butanol n ... ... «. coi vt eie el e 50l
Etanol . e e 25 ml
Amoniaco pur . 10 ml
Agua destilada ... ... ... ... vov v ... 25 ml
45.4. Procedimiento.

45.4.1. Determinacién de colorantes de caracter basico.

Poner 200 ml de vino en un Erlenmeyer de 500 Tl y llevar
& ebullicion hasta que el vino se reduzca a un tercio de su
volumen. Enfriar y neutralizar con la solucién de hidréxido
sodico al 5 por 100 hasta claro viraje del color natural del vino.
Extraer dos veces, con 30 ml de éter cada vez, y juntar las dos
fases etéreas; en ellas se encuentran eventualmente los coloran-
tes bésicos; el residuo de la extraccion debe ser conservado
con objeto de investigar los colorantes &4cidos. Lavar dos veces
el éter empleado en la extraccion con 5 ml de agua, con el
objeto de eliminar el hidréxido s6dico; a continuacién, afadir
5 ml de acido acético diluido a la fase ‘etérea; la presencia de
un colorante bésico colorea la fase acido-acuosa; la presencia
de este colorante puede confirmarse por su fijacién sobre lana
mordentada. ’ )

La fase éacido-acuosa obtenida se alcaliniza con amoniaco
al 5 por 100; afadir 0,5 g de lana mordentada y llevar a ebulli-
cién aurante un minuto; aclarar la lana bajo el chorro de agua

{)r’ia.; de permanecer coloreada, el vino contiene un colorante
asico.

. 45.4.1.1. Caracterizacién por cromatografia de papel. A par-

tir de la fase acético-acuosa que contiene el colorante béasico,
concentrar hasta 0,5 ml. Si el colorante ha sido fijado sobre
lana, afiadir a ésta 10 ml de agua-destilada, 10 gotas de acido
acético y llevar g ebullicién, y una vez retirada la lana previa-
mente escurrida, concentrar la solucién hasta 0,5 ml.

4

Depositar sobre papel de cromatografia 20 microlitros de la
anterior solucién concentrada a 3 cm del borde lateral y a 2 cm
del borde inferior. Introducir dicho papel en una cubeta que
contenga el solvente 45.3.7 de forma que su borde inferior esté
sumergido en el solvente 1 cm. Retirar y dejar secar al aire
cuando se haya alcanzado una altura del frente del solvente
comprendido entre 20 6 25 cm. Identificar el colorante por medio
de soluciones de colorantes sintéticos basicos depositados simul-
taneamente sobre el cromatograma.

45.4.2, Determinacion de colorantes de caracter acido.

Partir del residuo de vino concentrado a un tercio y neutra-
lizado después de su extraccion con éter; si no se realizé la
determinacién de colorante de caracter basico, poner 200 ml de
vino en un Erlenmeyer de 500 ml y llevar a ebullicion hasta
que el vino se reduzca a un tercio de su volumen. En uno u
otro caso, afiadir 3 ml de acido clorhidrico diluido (45.3.5) y 0,5 g
de lana blanca; hervir durante cinco minutos, decantar el li-
quido y lavar la lana con agua abundante. En el Erlenmeyer
que contiene la lana, anadir 100 ml de agua y 2 ml de acido
clorhidrico diluido (45.3.5); hervir durante cinco minutos, de-
cantar el ligquido acido y repetir esta operaciéon hasta que el
liquido de lavado sea incoloro. Después de haber lavado bien
la lana, para eliminar completamente el liquido acido, anadir
50 ml de agua destilada y 10 gotas de amoniaco puro; llevar a
ebullicién suave durante diez minutos a fin de disolver la ma-
teria colorante artificial que eventualmente se haya fijado sobre
la lana. A continuacion, retirar la lana del Erlenmeyer, llevar
el volumen de liquido a 100 ml y hervir hasta evaporacién com-
pleta del amoniaco; una vez conseguida dicha evaporacion, ana-
dir 2 ml de &cido clorhidrico diluido (45.3.5) (comprobar que el
liquido haya adquirido reaccién francamente acida, llevando
una gota de éste sobre el papel indicador). Poner en el Erlen-
meyer 60 mg de lana blanca y llevar a ebullicién durante cinco
minutos; retirar la lana y aclararle bajo el chorro de agua fria.
Si después-de esta operacian la lana toma coloracion reja, cuan-
do se trata de vino tinto, o amarilla, si se trata de vino blanco,
confirma la presencia de materia colorante organica artificial
de naturaleza acida. Si la coloracién adquirida es débil o du-
dosa, Tepetir el tratamiento con amoniaco y hacer una segunda
fijacién sobre una hebra de lana de 30 mg. Si transcurrida esta
segunda fijaciéon se obtiene una coloracién rosa, aunque séa
débil, se deduce la presencia de colorante acido. Recurrir para
un analisis mas completo a nuevas fijaciones-eluciones (hasta
4 6 5), operando siempre de forme idéntica a la empleada para
la segunda fijacién hasta que se obtengea una "coloracién rosa-
cea que, aunque sea palida, rio ofrece lugar a dudas.

45.42.1, Caracterizacién por cromatografia de papel.

Afiadir sobre la hebra de lana coloreada 10 ml de agua des-
tilada, 10 gotas de amoniaco y llevar a ebullicidn; retirar la
lana previamehte escurrid& y concentrar la sclucién amoniacal
hasta- 0,5 ml. Depositar sobre papel de cromatografia 20 micro-
litros de la -anterior solucién concentrada, a 3 cm del borde
lateral y a 2 cm del borde inferior; introducir dicho papel en
una_ cubete que contenga el solvente 45.3.8 de forma que su
borde inferior esté sumergido en el solvente 1 cm. Retirar y
dejar secar al aire cuando se haya alcanzadc una altura del
frente del solvente comprendida enire 20 & 25 cm. Identificar
el colorante por medio de solucicnes de colorantes sintéticos
4cidos depositados simult4neamente sobre el cromatograma.

45.5. Referencia.

Reoueil des méthodes internationales d'Analyse des vins. A43k,
paginas 1-6.

46. MERCURIO

46.1. Principio.

Oxidacion de la materia organica con acido nitrico y crémico,
reduccién de las sales mercuricas por accién de Sn++, volatili-
zgci!ﬁn del Hg metalico, arrastre del mismo per corrienie de
aire y determinacion de su abksorbeancia a 253,7 nanémetres,

Este método es aplicable a concentraciones de mercurio su-
periores a 0,05 mg/1,

46.2. Material y aparatos.

46.2.1. Espectrofotémetro de absorcién.
46.2.2. Lampars de mercurio.
46.2.3. Aparato para la reduccién del ion mercirico a mer-

curio metal y posterior arrastre de éste con corriente de aire
(figura 46.1). '

48.2.4, Matraces de reaccion de forma coénica de 100 ml de
capacidad. '
46.2.5. Bomba peristaltica accionada con motor provisto de

vaciador de velocidad.

46.2.8. Llave de purga en T de teflén.

48.2,7. Tubo flexible de tigén de. 1/8 pulgada de diametro
Interior y un metro, aproximadamente, de longitud.
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46.3. Reactwos

46.3.1. Ac;do sulfur1co exento de mercurio.

46.3.2. Oxido de mercurio.

46.3.3. Cloruro estannoso, exento de mercurio.

46.3.4. Oxido de cromo, ‘exento de mercurio.

46.3.5. Solucién de acido crémico al 5 por 100.—Llevar a un

vaso de 500 ml 25 g de 6xido de cromo y disolverlos en 25 ml de

agua destilada. Ainadir lentamente y agitando acido sulfarico

concentrado hasta enrasar a 500 m} cuando la solucién esté fria.
46.3.8. Solucién reductora.—Solucién al 40 por 100 dé clo-

ruro estannoso en agua destilada, acidulada con sulfarico.
46.3.7. Solucion patrén.—Disolve_r 1,080 g-de-6xido de mer-

curio en 100 ml de &cido clorhidrico al 50_por 100; enrasar con.

agua a 1.000 ml. Mediante dilucion 1/1 000 se obtiene la .solucion
de 1 mg/l.

46.4. Procedirhien_to.

-

46.4.1. Preparacion de la muestra. -

Tomar 1 ml de muesira y colocarla dentro de un matraz
cénico. Anadir 2- ml de acido mitrico. Cerrar con pelicula de
parafina y dejarlo en digestion durante sesenta minutos a tem-
peratura ambiente. Afiadir 5 ml de acido crémico al 5 por 10g,
refrigerando durante-la adicién en bafio de hielo. Tapar el ma-
traz y dejarlo durante sesenta minutos, agitando cada diez mi-
nutos. Transcurrido este tiempo, afiadir 15 ml de agua destilada,
enfriando durante la adicién con bafio de hielo. Una vez frios

los matraces, anadir 2 g, aproximadamente, de sulfato de hidro-.

xilamina, agitar y acoplar los matraces al aparato de medida.
Anadir 10 ml de solucién reductora. Contjnuar ctomo en 46.4.3.

46.4.2. Construccion' de la curva patrén.

A partir de 46.3.7, tomar 0,5, 10, 15, 20 y 25 ml. Tratarlas
g continuacién como se indica en 48.4.1. Estas soluciones con-
tienen 0, 0,1, 0,2, 0,3 0,4 y 0,5 partes por millén de Hg. Anotar
las absorbancias obtenidas frente a las concentraciones corres-
pondientes.

46.4.3.

Efectuar la lectura de la absorbancia de la muestra. Una vez
preparada segun 46.4.1.

Determinacion.

46.5. Referencias.

1. A. Bouchard: «Determination of mercury after soon tem-
perature dfgestion by flamaless atomic absorption.» Atom. Ab-
soprt. Newsletter, vol. 12, namero 5 (115-117), 1973.

2. A. Garcia de Jalén y J. Frias: «Un método para la de-
terminacién de mercurio en vinos mediante espectrofotometria
de absorcion atomica sin llama.» Ministerio de Agricultura,
Abril 1972,

47. PLOMO
47.1. Principio.
Determmacwn del plomo por A. A. despues de una concen-

tracion previa con objeto de conseguir resultados suficiente-
mente precisos. a

-disolucién 10-4 M de F-—,
. y determinar su potencial,

47.2. Material y aparatos.

47.2.1, Espectrofotémetro de absorcmn atomlca

47.2.2. Lampara de plomo.

47.2.3. Capsula de platino de 100.ml de capacxdad o similar,
47.2.4. Bafio-de arena.

47.2.5. Mufla con circulacién de aire. :

47.2.6. Matraces de 10, 100 y 1.000 ml de capacidad.

47.3. Rea‘ctwos

47.3.1. Acido sulfarico del 96 por 100 (d = 1835)

47.3.2. Acido nitrico del 70 por 100 (d = 1,413). )

47.3.3. Acido nitrico al 1 por 100 en agua destilada (v/v).
47.3.4. - Solucién patrén de 1.000 ppm de plomo. Disolver 1,598

gramos de (NOj),Pb enrasando a 1.000° ml con' 4¢ido nitrico al
1 por 100.

47.4. P,rocedjmiento.

47.4.1. Preparacioh de la ‘muestra.—Poner 100 ml de la
muestra en una eapsula de platino y llevarla. a evaporacion
hasta consistencia siruposa en bafio e arena. Afadir a con-
tinuacién 2 ‘ml de acido sulftirico y carbonizar, el residuo en
el bafio de arena. Seguidamente introducir la capsula en la
mufla y mantenerla durante dos horas a 450° C; transcurrido
dicho. tiempo, sacarla y dejarla enfria~., Ahadir 1 ml de acido
nitrico coneentrado, evaporar en el bafio de arena e introducir
en la mufla, repitiendo esta operacion hasta obtener cenizas
blancas. Disolver a continuacidon las cenizas con 1 ml de acido
nitrico concentrado y 2 ml de agua destilada, una vez disueltas
filtrar y recoger el filirado en un matraz de 10 ml; lavando la
capsula y el filtro con agua destilada hasta el enrase.

47.4.2. Construccién de la curve patron.—A partir de la so-
luciéon patrén 46.3.4, tomar alicuotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8, y
1 ml, y llevar a 100, ml con &cido nitrico al 1 por 100 (v/v)

El contenido en plomo de estas soluciones es, respectiva-
mente, .2, 4, 6, 8 y 10 p.p.m. Anotar las absorbancias obtenidas
frente a las concentraciones correspondientes.

47.4.3. Determinacién.—Efectuar la .lectura directa de la
muestra preparada Segun 47.4.1 a 283,3 nm.

47'5 Cdlculos.

Calcular el contenido en plomo, expresado en p.p.m. me-
diante comparacion con la correspondiente curva, patrén vy
teniendo en cuenta el factor de dilucién. L/

~. . 39(b). FLUOR

30(b).1.

Determinaciéon directa del fluor total por potenciometria
utilizando un electrodo i6nico especifico.

Para eliminar las posibles causas de error se le adiciona
al vino una solucién tampoén.

Principio.

39(b).2. Material v aparatos.

39(b).2.1. pH-metro con escala que permita apreciar 0,1 mV,
39(b).2.2. Electrodo selectivo de fluor.

39(h).2.3. Electrodo de referencia de calomelanos.

39(b).2.4. Microbureta graduada en 1/100 de ml.

39(b).2.8. Recipientes de plastico de -50-100 ml de capacidad

para mezclas y matraces en material de plastico para con-
servar las soluciones patrén.

39(b).2.6. Pipetas de precision graduadas en mlcrolltros
39(b).2.7. Agitador magnético.

38(b).3. Reactivos. M
39(b).3.1. Solucion pa:mtrén de fluoruros 10—2 M conteniendo

" 190 mg de F— por litro. Pesar 0,4198 g de FNa (desecado du-

rante cuatro horas a 106° C antes de su utilizacién), disolver

y enrasar a un volumen de 1.000 ml.

39(b).3.2. Solucién tampén de PO,H; 9,75 M.

39(b) 4. Procedimiento. >

39(b).4.1. Verificacion del electrodo y determinacién dé su
pendiente. ‘

A partl/r de la solucién 3.1 preparar, mediante diluciones,

" soluciones de concentraciones conocidas de 10—3 M, 104 M y

10—% M, que contienen, respectivamente, 19 1,9 y 0,19 mg de F—
por lltro

Tomar dos vasos de prempltados en uno de ello$ colocar 25 ml
de la disolucién 10~3 M de F—, adicionar 5 ml de solucién tam-
pon de PO4H; vy determinar su potencial agitando de forma mo-
derada mientras dure la medida. En el otro vaso, poner 25 ml de
5 ml de solucion ta,mpon de PO4H;
agitando como anteriormente. La
diferencia entre los dos potenciales es la pendiente del electro-
do (S) y cuyo valor debe ser, aproximadamente, 59 mV

39(b) 4.2.

Tomar 25 ml, de vino, adicionar 5 ml de la solucién tan;pt’m
y determinar su potencial (E,;). A continuacién, y en el mismo

Determinacion. .
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vaso, adicionar un ml de disolucién 103 M de F— y detertainar :

su ‘potencial (E2).

Si el salto de potencial es pequerio, indica que la concentra-
cién de F— es muy alta y hay que diluir la muestra hasta que
.el salto alcanzado esté comprendide alrededor de 20-40 mV.

Los volumenes de muestra y solucién tampén pueden ser mo-
dificados en funcién de la forma.y disposicion de los electrodos
utilizados.

39(b).5.

La cantidad de fluor, expresada en mg/l nos viene determi-
nada por la férmula:

Cdlculos.

. . ‘V.C
Cp- = -
F A E
25 [(antilog ~——) — 11
S
Siendo:
Cr_ = concentracién, en mg/l, de F~ en el medio.
V = volunien, en rnl de solucidn. patron de fluoruro aina-
- dida.
C = concentraci6én, en mg/l, de la solucién patron adicio-
nada. .

S = pendiente del electrodo
A E =diferencia de los potenciales E1 y E2 obtenidos en
39(b) .4.2. -
Este valor se debera multiplicar por el factor de dilu-
cién correspondiente, en caso de haber sido necesario
efectuarla.

39(1) 6.

39(b) .6.1. Todas las soluciones deben'consérvar una tempe-
ratura préoxima a 25°C * 1°C durante la medida.

Observaciones.

39(b).7. Referencias.

1. H. E. Haller.y C. H. Junge, 1974, O. I. V. 317/FV/518
vy 133/FV /439, ) )

2. Deschreider, A.,, y Mme. R. Meaux, 1974. Determination
des fluor dans les vins et eaux minerales naturelles au moyen
d’une electrode ionique specifique.

48. RELACION P/,
48.1. Principio. ) —

Estimaciéon de los contenidos relativos de glucosa y fructosa,
en mostos, vinos dulces y mistelas, mediante el establecimiento
de la relacién entre azicares reductores y desviacién polarimé-
trica a 20°C.

48.2. Material y aparatos. )

48.2.1. Como en 7(a).2; 7(b).2, 6 7(c).2.
48.2.2, Polarimetro con luz monocromatita amarilla (lampara
vapor de sodio) y tubo de 20 cm.

48.3. Procedimiento.

48.3.1. Determinar el contenido en azucares reductores se-
gun el metodo 7(a), 7(b) 6 7(c).

48.3.2. ° Medida de la desviacién polarimétrica.

Und vez verificado el correcto reglaje del polarimetro, com-

probando la correspondencia del valor <cero» con la existencia

de un campo luminoso uniforme, ajustandolo si es necesario,
introducir en el tubo del polarimetro el liquido de defecacién,
sin diluir, incoloro y limpio, utilizando para la determinacion
de azacares reductores, evitando la formacién de burbujas de
aire. Anotar la temperatura del liquido que debe ser lo mas
préoxima posible a 20°C, .

Efectuar la lectura de la desviacién polarimétrica varias ve-
ces” sucesjvas, tomando la media de los resultados obtenidos. -

48.4. Cdlculos

.Determinar el poder rotatorio y la relacién P/oc aplicando
“las formulas siguientes:

o<:20= oct + oct (t—20 x K-
P/ocg (expresado con su correspondiente signo)

siendo:

P = g/1 de aziicares reductores.
oct = pod_er'ro.tatorio en divisiones sacarimétricas a t°C (un
grado polarimétrico = 4,615 divisiones sacarimétricas).

ocz = poder rotatorio en divisiones sacarimétricas a 20°C.

t = temperatura del liquido en el momento de Ia lectura.
K = coeficiente variable con la naturalese de los azicares,
dedo por la tabla I en funcién del valor P/ oct.

48.5. Referencias.

1. J. Blouin. Manual practique d'analyse des Moﬁfs et Vins.
1977, ’

2. J. Ribereau Gayon, E. Peynaud Smences et Techmques
du Vm Tome 1. 1972,

TABLA [
P/OCI; K
— 1,19 0,006 N
- 1,41 0,007
— 173 0,008
— 2,24 0,009
— 2,64 0,012
-— 3,20 0,012
— 4,086 0,013
— 5.56 0,614
-— 8,8 0,022
—21 0,042
/ VINAGRES

9. METANOL, METODO.- DEL ACIbO CROMOTROPICO

'9 1.. Principio. ‘

Como en 37.1 de los metodos of1c1ales de anallsls de vinos.
9.2. Material y aparatos.

Como en 37.2 de los métodos oficiales de analisis de viros.

9.3. Reactivos.

8.3.1. Como 37.3.1. de los métodos oficiales de analisis de
vinos. :
9.3.2, Idem.
9 3.3. Idem.
9.3.4. Etanol de 98° (v/v).
-9.3.5. Matraz aforado de 25 ml.
9.4. Procedimiento.

Tomear 25 ml de vinagare, destilar en destilador simple y re-
coger 15 ml de destilado en matraz aforado de 25 ml sumergido
en bafio de hielo. Afiadir el etanol suficicnte paa que una vez
enrasado a 25 ml con agua destilada la concentracién del etanol
sea del 5-6 por 100 (9.68.1). Continuar como en 37.4 de los méto-
dos oficiales de analisis Ge vinos.

9.5. Cadlculo. -

Comaq en 37.5. de los métodos oficiales de analisis de vinos.-
9.8. Observaciones.

9.6.1. En‘ vinagres normales suele ser suficiente afadir 1,5
por 100 de alcohol de 86 por 100.

8:7. Referencias.

1.. Association o.f' Official Agricultural Chemists Official Me-
thodos of Analysis, 1965, pagina 138.
10(a). ACIDO TARTARICO
(Método cualitativo)
- 10(a).1. * Principio. s

Precipitacién del acido tartarico en forma de bltartrato pota-
sico. . .

10(a).2. Material y aparatos.
10(a).2.1,
. 10(a).3.

10(a).3.1.
10(a).3.2,

Centrifuga. -

Reactivos.

Acido acético concentrado puro.
Solucién de precipitacion. ~

Disolver 300 g de cloruro de potasio puro, 5,75 g de tartrato
de sodio y potasio (sal de Seignette) ¥ 1,25 g de oxalato de
potasio y enrasar a 1.000 ml con agua destilada.

A baja temperatura la solucion deposita pequefios cristales,
por lo que se debe de calentar ligeramente antes de emplearse.

10(a).3.3. Etanol de 96°,

10(a).4. Procedimiento.

Poner en un tubo de centrifuga 10 ml de vinagre, 0,4 ml de
acido acético, 7,5 ml de la soluciéon de precipitacién y 2 ml de
etanol. . Agltar con una varilla de vidrio hasta que aparezca
un enturbiamiento cristalino aproximademente a los diez Se-
gundos. Mantener el tubo durante una hora a 8°C aproxima-
damente. Al caho de este tiempo agitar enérgicamente el con-
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tenido del tubo con una varilla de vidrio, con la precaucién
de mezclar bein con la solucién que sobrenada. Dejar en reposo
aproximadamente a 8° C durante una hora. Transcurrido este
tiempo centrifugar.

10(a).5. Interpretacién de resultados.

La aparicién de precipitado indica la presencia de acido
tartarico en la' muestra.

10(a).6. Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins.
O. L. V. A-12-h.

10(b). ACIDO TARTARICO

(Método cuantitativo)

10(b).1. Principio. i
Aislamiento del acido tartarico mediante columna de resinas
cambiadoras de aniones y posterior valoracion clorimétrica,
10(b).2. Material y aparatos.
10(b).2.1. Resinas anidnicas de basicidad fuerte (III Merck
o equivalente), Las resinas deben de encontrarse en forma de
acetato. Para ello deben estar al menos veinticuatro horas en
contacto con una solucién de é4cido acético al 30 por 100.

10(b).2.2. Columnas de vidrio de 10-11 mm de diametro y
30 cm de longitud con llave en la parte inferior, -

10(b) .3.

10(b).3.1. Acido acético al 30 por 100 (v/v).—Introducir 300
mililitres de acido-acético glacial en un matraz aforado y com-
pletar a 1.000 ml con ;0 destilada.

10(b).3.2. Acido acético al 0,5 por 100 (v/v).—~Introducir 5 mi-
lilitros de acido acético glacail en un matraz aforado y com-
pletar hasta 1.000 ml con H;O destilada.

10(b).3.3. Solucion de sulfato de sodio al 7,1 por 100 (0,5 N).—
Disolver 71 g de sulfato de sodio anhidro (Na;SQ4) y completar
con agua destilada hasta 1.000 ml. )

10(b).3.4. Reactivo vanadico.—Disolver 10 g de metavana-
.dato de amonio en 150 ml de una solucion de NaOH N. Pasar
esta solucién a un matraz aforado de 500 ml, afadir seguida-
mente 200 ml de una solucién -de acetato de sodio al 27 por 100
y llevar luego a 500 ml con H,O destilada.

Reactivos.

10(b).3.5. Solucién de SO4H; 2 N.
10(b).3.6. Solucion de SO4H;, 0,1 N.
10(b).3.7. Solucién de 4cido peryodico 0,1 N (0,05 M).—In-

troducir 10,696 g de peryodato de sodio en un matraz aforado
de 1.000 ml, afnadir 50 ml de SO;H, N y completar hasta 1.000
mililitros con H,O destilada.

10(b).3.8. Soluciéon de glicerol al 10 por 100.—Pesar 10 g de
glicerol muy puro bidestilado y llevarlo a 100 ml con H,O des- .
tilada.

10(b).3.9. Solucién de acido tartarico de 1 g por litro.—En

un matraz aforado de 500 ml disolver 500 mg de acido tartarico
(puro) en 6,6 ml de sosa N y enrasar con soluciéon de sulfato
de sodio al 7,1 por 100 a 500 ml.

10(b) 4. Procedimiento.

10(b).4.1., Preparacién de las columnas de resinas aniénicas.
Colocar en el fondo de la columna [10(b}).2.2] lana de vidrio
formando tapén de 2-3 mm de altura, aproximadamente, y afa-
dir agua hasta una altura de unos 5 mm sobre el tapén de lana
de vidrio. Anadir después al resina cambiadora de aniones,
conservada en acido acético al 30 por 100, agitar esta suspen-
sién y agregar rapidamente un volumen de unos 10 ml, evitan-
do la formaciéon de burbujas de aire, depositando en la super-
ficie un tap6n de lana de vidrio, que se conduce con una
varilla de vidrio, con el fin de no remover las resinas en los
sucesivos lavados anteriores en su superficie. Las resinas sola-
mente pueden servir para una sola vez.

10(b).4.2. Aislamiento del &cido tartarico.—Abrir la llave
inferior de la columna y dar salida al acido acético diluido
hasta unos 2-3 ml por encima del tapén de lana superior. Anadir
seguidamente unos 10 ml de 4cido acético al 0,5 por 100 y
vaciar hasta igual altura; efectuar estos lavados cuatro veces.

Después del ultimo lavado y con la llave cerrada, adicionar
10 ml de vinagre a analizar y seilalar la altura alcanzada cor
un lapiz graso, abrir a continuaciéon la llave y dejar salir vi-
nagre goteando a razén de 1-1,5 gotas por segundo (25-30 ml por
minuto) hasta un poco por encima del tapén superior de lana
vidrio. Llenar de nuevo la columna con acido acético al 0,5 por
100 hasta la senal del lapiz graso y dejar salir a 1a misma velo-
cidad que la vez anterior y lavar después en la misma forma
siete veces con 10 ml de agua destilada.

Al terminar el wltimo lavado, cerrar la llave cuando el
nivel del liquido se encuentre un poco mas arriba del tapén
de lana de vidrio superior.

Colocar un matraz receptor aforado de 100 ml. Eluir los aci-
dos fijados en el cambiador de aniones, mediante adiciones de

solucién de sulfato de sodio 110(b).3.31 hasta la sefial trazada
en el tubo.

Para hacer esta operacién resulta practico colocar un frasco
con solucién de sulfato unido por €l cuello a la columna me-
diante un manguito de caucho y con unas pinzas para regular
la caida del liquido en la bureta o tubo. Puesto asi en comu-
nicaciéon los dos aparatos (frasco y bureta o tubo), abrir las
pinzas del caucho de unién y la llave inferior, dejando caer
el liquido a la bureta hasta unos 10 cm de altura y sin que
queden huecos vacios. Regular la salida del liquido en la pro-
porciéon que queden huecos vacios. Regular la salida del 1i-
quido en la proporcién de 2-3 gotas por segundo, para llenar
el matraz receptor hasta el enrase. .

10(b) .4.3. Determinacion del acido tartarico—En dos ma-
traces conicos de 100 ml (A) y (B) introducir 20 ml del eluido.
El matraz (A) sirve para la medida y el matraz (B), en el cual
el acido tartarico es destruido por e{' acido perydédico, constitu-
ye el testigo. .

Anadir al matraz (A) 2 ml de SOH; 2N, 5 ml de SO;H; 0,1 N
vy 1 ml de glicerol al 10 por 100, :

En el matraz (B), afadir 2 ml de SO4H; 2N, 5 ml de Acido
peryodico 0,1 N, esperar quince minutos y afiadir 1 ml de so-
lucién de glicerol al 10 por 100 para destruir el exceso de acido
peryédico. Esperar dos minutos.

Verter a continuacién, agitando, primero en el matraz (B) e
inmediatamente después en el matraz (A), 5 ml del reactivo
vanadico. Disparar inmediatamente un cronémetro e introdu-
cir el contenido de dichos matraces en las tubetas de caras
paralelas de 10 mm de espesor del espectroclotémetro, Al cabo
de un minuto y treinta segundos medir la densidad 6ptica a
490 nm del liquido procedente del matraz (A) (medida) después
de haber reglado el aparato para obtener la transmisién al 100
por 100 con la cubeta conteniendo el liquido testigo (B).

10(b).5. Cdlculo.

10(b).5.1. Preparacion de la curva patréon.—Tomar 10, 20, 30,
40 y 50 ml de la solucién 10(b).3.9 e introducir cada. alicuota
en un matraz aforado de 100 ml. Enrasar con solucién de sulfato
de sodio al 7,1 por 100. Las diferentes diluciones corresponden
a eluidos del vinagre conteniendo 1, 2, 3, 4 ¥ 5 g de &cido
tartarico por litro.

En dos matraces (A) y (B) de 100 ml poner 20 ml de cada
una de estas soluciones y tratarlas idénticamente igual a los
eluidos del vinagre anteriormente descrito.

La representacién grafica de las densidades dpticas de estas
soluciones est4 en funcion de la cantidad de &acido tartarico.
Para ello es recomendable y mas preciso partir de concentra-
ciones 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,8; 0,7; 0,8; 0,9 y 1 g/1 de é&cido tar-
térico. :

10(b).5.2. Comprobar los valores obtenidos en el ensayo con
los correspondientes de la curva patrén. ’

10(b).8. Referencias.

1. Recueil des Méthodes d'Analyse des Vins A12h.
11. COBRE

11.1. Principio.
Determinacion directa por espectrofotometria de absorcién
atémica.

11.2. Material y aparatos.

Espectrofotémetro de absorcién: atémica, con lampara espe-
cifica de cobre.

11.3. Reactivos.

11.3.1. Solucién patrén de 1.000 mg/l de Cu.—Disolver 1.000 g
de cobre puro en el minimo volumen necesario de NOsH (1 + 1)
y diluir a 1 litro con NOsH al 1 por 100 (v/v).

11.3.2. Soluciones que contengan de 1 a 10 mg/l de Cu.—Di-
luir partes alicuotas de la solucién patrén con Aacido acético
al 5 por 100.

11.4. Procedimiento.

11.4.1. Calibrado del aparato.—Ajustar el aparato a una lon-
gitud de onda de 324,7 nm en condiciones tales que se obtenga
una respuesta lineal al introducirse las series de patrones pre-
parados.

11.4.2. Determinacién.—Efectuar la lectura directa de la ab-
sorbancia.

11.5. Interpretacién de resultados.

Partiendo de los valores de absorbancia obtenidos, hallar
mediante la curva patrén las concentraciones de cobre de la
muestra.
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11.6. Referencias.

1. G. Charlot et D. Bezier: <Analyse quantitative minerale»,
E] Masson. Paris (1955), 749-752. )

2. H. E. Parker: <Atomic ‘Absorption Newlette» (1963), 13.

3. Standart conditionc for Zn and Cu. Analytical Methods
for atomic absorption spectrophotometry «<Perkin-Elmers.

4. F. Rouselet: «Spectrophotometrie par absorption atomique
Boudin». Ed. Paris (1968), pags. 59-144.

12. CLORUROS

12.1. Principio.
Determinacion directa de cloruros por potenciometria utili-
zando el electrodo Ag/AgCl.

12.2. Material y aparatos.

12.2.1. pH-metro con escala que permita apreciar 2 mV.

12.2.2. Agitador magnético.

12.2.3. Electrodo Ag/AgCl con una solucién saturada de ni-
trato de potasio como electrolitro.

12.2.4. Microbureta graduada en 1/100 de mililitro.

12.3. Reactivos.

12.3.1. Solucién patrén de cloruros.—Disolver 2,1027 g de clo-
ruro de potasio puro para analisis (maximo 0,008 por 100 de bro-
mo), previamente desecado, en agua destilada hasta 1 litro;
1 ml de esta solucién contiene 1 mg de i6n cloro. .

12.3.2. Solucién de nitrato de plata.—Disolver 4,7912 g de ni-
trato de plata en una solucién alcohélica al 10 por 100 (v/v)
hasta 1 litro; 1 ml de esta solucién corresponde a 1 mg de ion
cloro.

12.3.3. Acido nitrico concentrado (d = 1,40).

12.4. Procedimiento.

12.4.1. Determinaciéon del potencial del punto de equivalen-
cia.—Introducir 5,0 ml de la solucién patrén de cloruros en un
vaso de 150 ml. Diluir aproximadamente a 100 ml con agua des-
tilada y acidificar con 1,0 ml de acido nitrico (12.3.3). Intro-
ducir los electrodos. Afiadir la solucién de nitrato de plata
agitando moderadamente.

Los cuatro primeros mililitros se adicionan en fracciones de
1 ml y se leen las correspondientes lecturas en milivoltios; los
dos siguientes mililitros, en fracciones de 0,2 ml y se continua
adicionando en fracciones de 1 ml hasta que se hayan alcanzado
un total de 10 ml. Después de cada adicién se-debe esperar
unos treinta, segundos antes de hacer la correspondiente lectura
en milivoltios. Los valores asi obtenidos se llevan sobre un
papel milimetrado en funcién de los correspondientes mililitros
de solucién de nitrato  de plata, y a partir del punto singular
de la curva obtenida, determinar el potencial del punto de
equivalencia.

Pars comprobar el potencial del punto de equivalencia, lle-

var a un vaso de 150 ml, 5,0 ml de la solucién patrén de clo-
ruros, 95 ml de H;O destilada y 1 ml de &acido nitrico concen-
trado. Introducir el electrodo y valorar agitando, justamente
hasta el potencial del punto de equivalencia.

Repetir esta operacién hasta obtener una buena concordan-
cla de resultados.

Este control debe de efectuarse antes de determinar la con-
centracion de cloruros en cada serie de muestras a analizar.

12.4.2. Determinacién.—Llevar a un vaso de 150 ml 50,0 ml de
vinagre. Afadir 50 ml de HyO destilada y 1 ml de acido nitrico
concentrado. Valorar a continuacién, siguiendo. el procedimien-
to descrito anteriormente, hasta alcanzar el potencial del punto
de equivalencia.

12.5. Cadlculos.

La cantidad de cloruros se determina mediante las expre-
siones:

0,02 n en gramds de ion cloro.
0,5633 n en miliequivalentes por litro de ion cloro.
0,0329 n en gramos de cloruro sédico por litro.

Siendo:

n = volumen, en ml de solucién de nitrato de plata necesa-
rio para alcanzar el potencial del punto de equivalencia.

12.6. Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d’'Analyse de Vins.
OIV A-15j.
13. GRADO ALCOHOLICO
13.1. Principio.

Separacién del alcohol por destilacién, oxidacién de! mismo
por dicromato potasico y determinaciéon del, contenido por va-
loracién del excéso de dicromato.

13.2. Material y aparatos.

Como en los apartados 5(a).2.1; 5(a).2.1.1; 5(a).2.1.2;
%(a).Z.l.S y 5(a).2.1.4. de los métodos Oficiales de Analisis de
inos. .

13.3. Reactivos.

13.3.1. Soluciéon de dicromato potasico.—Disolver 33,608 g de
dicromato potasico puro en una cantidad suficiente de agua
destilada y completar hasta 1 litro a 20° C. Esta solucién corres-
ponde al grado alcoholico internacional O.1. V.

1'ml de esta solucion dxida 7,8934 mk de alcohol.

13.3.2. Solucién de sulfato de hierro y de amonio. Disolver
135 g de sulfato ferroso ameoniacal y 20 ml de acido sulfarico
puro en una cantidad de agua suficiente y completar hasta
1 litro, un volumen de esta solucién corresponde a medio vo-
lumen de solucién de dicromato potdsico cuando estd recien-
temente preparada. Esta solucion se oxida lentamente, por lo
que debe ser valorado frecuentemente en la misma que se rea-
liza ta determinacion del alcohol, sustituyendo la disolucion
alcoholica por agua destilada. -

13.3.3. Solucién de permanganato potéasico.—Disolver 1,088
gramos de permanganato potasico en una cantidad  suficiente
de agua y completar hasta 1 litro.

13.3.4. Solucion de acido sulfarico diluido.~—A 500 ml de
agua destilada anadir, poco a poco y agitando, 500 ml de acido
sulfirico puro, Después de enfriado, completar hasta 1 litro con
agua destilada. - . :

13.3.5. Reactivo de ortofenantrolina ferrosa.—Disolver 0,695
gramos de SO, Fe 7H;O en 100 ml de agua, anadir 1,485 gramos
de monohidrato de ortofer.antrolina. Calentar para favorecer la
disolucion.

13.3.6. Lechada de cal 4N.
13.4. Procedimiento.

13.4.1.  Destilacion.—Medir 200 ml de vinagre en metraz afo-
rado y anotar la temperatura. Introducir €l vinagre en el matiraz
de destilaciéon que centenga unos fragmentos de material poro-
so. Lavar el matraz cuatro veces con 5 ml de agua. Alcalinizar
con un ligero exceso de lechada de cal 4N. Recoger el destilado
en matraz aforado de 100 ml. Enrasar con agua & la misma
temperatura que se midié el vinagre inicialmente.

13.4.2. En un matraz Erlenmeyer, con tapén esmerilado, de
250 ml, poner 20 ml de solucién valorada de dicromato potasico,
20 ml de Acido sulfiuirico diluido y agitar. Anadir 10 ml de des-

- tilado exactamente medidos. Tapar el erlenmeyer, agitar y es-

perar por lo menos tréinta minutos, agitando de vez en cuando.

13.4.3. Valoracién.—Valorar el exceso de dicromato con la
solucidn de sulfato ferroso amdnico, Cuando la coloracién verde *
de la solucién vire a verde azulado, afiadir cuatro gotas de
reactivo de ortofenantrolina. Detener la adicién de solucion fe-
rrosa cuando ¢l liquido vire a marrén.

A menudo se puede llegar a pasar el viraje, siendo entonces
necesario volver al punto préciso adicionando solucién de
permanganato potasico. Un décimo del volumen empleado de
esta solucién se resta dei volumen empleado de sulfato ferroso.

Hacer una prueba en blanco sustituyendo los 10°ml de des-
tilado por agua.

13.5. Cdlculos.
Grado alcohdlico =

Siendo:

n volumen, en ml, gastados en la valoracidn.

n’' = volumen, en ml, gastados en la prueba en blanco.
13.86. Observaciones.

Si el grado alcohdlico del vinagre es superior a 0,8°, repetir
la oxidacién utilizando 10 ml de destilado diluide a 1/2.

13.7. Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d'Analyse des Vins.
O.1.V. A-2-18.

14. ARSENICO
14.1. Principio.
Reduccién del arsénice a arsenamina gaseosa que reacciona

con dietilditiocarbamato de plata (disuelto en piridina), dando
un complejo de color rojo.
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14.2. Material y aparatos.

14.2.1. Aparato Quickfit (figura D).

™

Fig. 14.1
14.2.2. Espectrofotémetro o colorimetro que pérmita lecturas
a 538 nm.
14.3. Reactivos.

14.3.1. .Solucion de. dietilditiocarbamato de plata.—Disolver
1.000 g de este reactivo en 200 ml de piridina para cromatografia.
Esta solucién puede conservarse algunas semanas.

14.3.2. Acetato de plomo en algodén.—Impregnar el algodén
hidréfilo en solucién acuosa de acetato de plomo al 10 por 100,
escurrir el Jliquido en exceso y desecar al vacio.

14.3.3. Solucién acuosa de ioduro potisico al 15 por 100.
14.3.4. Solucion acuosa de sulfato de cobre al 2 por 100.
14.3.5. Solucién de cloruro estannoso.—Disolver 0,33 g de

cloruro estannoso en 100 cc de CIH al 32 por 100 (d = 1,16).

14.3.6. Zn puro granulado, exento de arsénico.

14.3.7. Acido nitrico (d = 1,40).

14.3.8. Acido sulfurico (d = 1,84).

14.3.9. Soluciéon de 100 mg/l de arsénico.

14.4. Procedimiento.

14.4.1. Preparacion de la muestra.—En un matraz Kjeldahl

de 500 ml introducir 100 ml de vinagre con 100 m! de NOzH
(d = 1,40}, para evitar las pérdidas de As. Llevar a ebullicion
hasta reducir el volumen a 10 ml, ahadir 5 ml de acido sul-
furico (d = 1,84) y continuar la ebullicién adicionando NOzH
gota a gota hasta la total decoloraciéon. Después de la ex-
pulsién de los vapores nitrosos dejar enfriar, diluir con 10 ml
de agua destilada y caléntar hasta casi sequedad. Una vez
frio el mairaz, transvasar el residuo al matraz de valoracién
utilizando 40 ml de agua destilada.

14.4.2. Valoracién.—Poner en el tubo en U, 3 ml de 1la
solucion de dietilditiocarbamato de plata. Colocar en la parte
superior del tubo intermedio del aparato el algodon impregnado
en acetato de plomo con objeto de retener el sulfidrico y la
fosfamina que puedan desprenderse al mismo tiempo que Ia
arsenamina,

Introducir la muestra preparada en el Erlenmeyer de 100 ml
del aparato descrito y afadir sucesivamente 10 ml de la solu-
cién de cloruro estannoso, 5 ml de la solucién de ioduro poté-
sico y 1 ml de la solucién de sulfato de cobre. Desués de
quince minutos afadir 5 gramos de Zn granulado y cerrar
rdpidamente el aparato. Colocarlo en la oscuridad y dejar pa-
sar vapores por lo menos durante una hora.

14.4.3. Preparacion de la curva patron.—A partir de una
solucién 14.3.9., preparar soluciones que contengan 0,5, 1, 2,
3, 4,5 6 7 8 9, 10, 11, 12. ng-de arsénico por litro.

14.5. Cadlculos.

Calcular el contenido en arsénico utilizando la correspon-
diente curva patrén. .

14.6. Observaciones.

14.6.1. Interfiere en la determinacién el antimonio cuyo
cumplejo absorbe a 510 nm.

14.6.2. La Ley de Lamberi-Beer se cumple entre las concen-
traciones de 0 y 15 microgramos de As,
14.6.3. Este método tiene un limite de deteccidon de 0,2 micro-

_gramos.

14.7. Referencias.

1. Vasak, V y Sedivec. V (1952) Chem. Listy 46, 341, citado
por M. D. Garrido, M. L. Gil y C. Llaguno. An. Bromatologia
XXVI-2 (1974), 167-176. -

2. Recueil des Méthodes Internationales d’Analys des Vins.
O.1.V. A-34f,

15, CINC

15.1.

Determinacién directa por espectrofotometria de -absorcién
atomica.

15.2. Material y aparatos. .

15.2.1. Espectrofotémetro de absorcién atdmica.
15.2.2. Lampara de cinc.

15.3. Reactivos.

"15.3.1. Solucién patron de 1.000 ppm de Zn.—Disolver 1.000
gramos de Zn puro en el minimo volumen necesario de acido
nitrico (1 + 1) y diluir a 1 litro con &acido nitrico al 1 por
100 (v/v).

15.4. Procedimiento.

15.4.1. Preparacién de la muestra.—No se necesita prepara-
cién especial. En caso de elevada concentracién, realizar una
o varias diluciones hasta gquedar dentro del rango de medida.

15.4.2. Determinacién.—Diluir partes alicuotas de la solu-
cién (15.3.1) con &cido acético al 5 por 100 para obtener solu-
ciones de 0, 0,5, 1, 1,5 y 2 ppm. Aspirar las soluciones patrén y
a continuacién la muestra, anotando las absorbancias obteni-
das a 213,8 nm.

Principio.

15.5,

Partiendo de los valores de absorbancia obtenidos, hallar las
concentraciones de ¢inc de la muestra. :

Interpretacién de resultados.

15.8. Referencias.

1. H. E. Parker, Atomic Absorption Newsletter (1963), 13,
2. Standar conditions for Zn and Cu. Analytical Methods

for atomic absorption spectrophotometry <Perkin-Elmers.

6. ACETILMETILCARBINOL (ACETOINA)

8.1. Principio.

Determinacién cuantitativa de la acetoina por cromatografia
de gases. ’

6.2, Material y aparatos.
6.2.1. Equipo de cromatografia de gases compuesto por:

8.2.1.1. Detector de ionizacién de llama

68.2.1.2. Horno con temperatura regulable.

6.2.1.3. Registrador.

6.2.1.4. Gases: Aire-nitrégeno.’ )

6.2,1.5. Columna: FFAP 2,5 por 100 sobre Chromosorb G (HP),

afiadiéndose un 0,5 de un reductor de colas (p. e., Carbo-
wax 1.500) y de dimensiones 2 metros de longitud y 1/8 de pul-
gada de diametro externo de la columna,

8.2.2. Microjeringa de 1 a 10 pl.

8.3. Reactivos,

8.3.1. Acetoina.

8.3.2. Pentanol-1.

8.3.3. Alcohol etilico absoluto.
8.3.4. Hidréxido calcico.

8.4. Procedimiento. -

6.4.1. Disoluciones patrén.

8.4.1.1. De acetoina: A partir de @cetoina pirificada de su
posible contenido en diacetilo mediante destilacion, obtener so-
luciones de acetoina que cubran un rango de concentraciones
de 10 a 500 mg/l en agua destilada. B o

6.4.1.2. De patrén Interno: Afiadir 2 ml de pentanol-l1 en
100 ml de solucién hidroalcohélica al 60 por 100.

8.4.2. Determinacién.
6.4.2.1, Condiciones cromatograficas.

Gas portador: Nitrégeno (flujo de 12,5 mg/min).
‘Temperatura horno: 70° C.

Temperatura inyector: 180° C.

Inyeccién: 4 6 2 pl.

Patrén interno: Pentanol-1.
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6.4.2.2, Método operatorio.

A cada una de las soluciones patrén de acetoina preparadas
en 6.4.1.1 afnadir solucién de pentaneol-1, de tal formg que las
soluciones que contengan de 10 a 50 mg/l de acetoina se- le
afiadan 15 pl y a las que contengan de 50 a 500 mg/] se le afa-
dan 35 pl, e inyectarlas a continuacién, obteniendo la curva de
calibrado (se deben efectuar dos curvas de calibrado, una que
cubra el rango de 0-50 mg/] de acetoina y otra de 50 a 300 mg/1).

La inyeccién de la rmuestra puede efectuarse directamente del
vinagre una vez afadido el patrén interno, pero teniendo'en
cuenta que el tiempo de retencién es elevado y la concentracién
del acético es muy grande, obliga a esperar un largo periodo de
tiempo entre dos inyecciones sucesivas, Para evitar esta dificul-
tad, deben neutralizarse a pH = 7 las muestras, preferiblemente
con CalOH), s6lido, para evitar variaciones de volumen. Tén-
gase en cuenta que la concentraciéon de acetofna en el_megiio
neutro puede variar con el tiempo, por lo que la neutralizacién
debe hacerse inmediatamente antes de inyectar en el cromaté-
grafo.

6.5. Cdlculos.

Los cromatogramas obtenidos de las distintas soluciones pa-
trén permiten representar graficamente la relacién existente
entre el cociente: ’

Areoa del pico de la acetoina

~ Area del pico del pentanol-1

La relacién de areas obtenida para la muestra se compp,ra
con la curva de calibrado (concentracién de acetoina/relacién
de areas), okteniéndose la cantidad de acetoina de la muestra.

6.6. - Referencias.

1. E. F. Gorostiza, M. L. Gil de la Pefia y M. C. Gémez Cor-
dobés. Instituto de Fermentaciones Industriales.
16. PROLINA
16.1. Principio.

Determinacién cuantitativa de la prolina por reaccién con
ninhidrina en medio &cido.
16.2. Material y aparatos.

16.2.1. Tubos de ensayo con tapén de rosca.

18.2.2. Espectrofotémetro o colorimetro que permita efectuar
lecturas a 517 nm.

16.3. Reactivos.

16.3.1. Ninhidrina al 3 por 100 en éter monometilico del etil-
englicol.

16.3.2, Acido férmico.

16.3.3. Isopropanol-agua 1:1 (v/v).

16.4. Procedimiento.

Diluir la muestra hasta que contenga de 0,05 a 0,50 milimo-
les/ml de prolina., Tomar 1/2 ml de muestra diluida a introdu-
cirla en un tubo de ensayo con tapén de rosca, afadir 0,25 ml
de acido formico y 1 ml de solucién de ninhidrina al 3 por 100.
Cerrar herméticamente el tubo e introducirlo em un bafio de
agua hirviendo durante catorce o quince minutos. Enfriarlo a
unos 20°C de cinco a diez minutos, afiadiendo mientras se en-
fria 5 m) de solucién de isopropanol-agua 1:1 (v/v).

A continuacién efectuar la lectura de la absorcién a 517 nm
después de cinco minutos y antes de treinta minutos.

Efectuar un blanco sigulendo el procedimiento anterior, pero
gfando 0,5 ml de agua destilada en vez de la solucién pro-

ema.

'18.5. Interpretacién de resultados.

Calcular el contenido en prolina por comparacién con una
curva patrén que cemprenda concentraciones entre 0,05 y 0,50
milimoles/ml.

16.8. Referencias
1. C. S. Ough J. of Food Science 34(3), pag. 228 (1969).
ORUJOS, HECES Y LIAS
1. CONTENIDO ALCOHOLICO EN ORUJOS, HECES Y LIAS
1.1. Principio.

Se_determina por destilacién de la muestra alcalinizada y
medida del contenido alcohélico por alcohometria.

1.2. Material y aparatos.

1.2.1. Aparato de destilacién.—Consta de las

siguientes
Partes:

1.2.1.1. Matraz de destilacién de 1.000 ml con rodaje esmeri-
lado. Se puede utilizar de boca ancha o de boca estrecha.

1.21.2. Columna de rectificacion de 20 cm de.largo.

1.2.1.3. Disco metalico o de amianto con un orificio de 8 cm
de diametro.

1.2.1.4. Refrigerante de West de 40 cm de longitud con circu-
lacién rapida de agua.

1.2.2. Equipo de medida.

1.2.2.1. Alcohémetros.

1.2.2.2. Termémetros.—Graduados en grados y décimas de
grado y comprendiendo el intervalo de 0-30°.

1.2.2.3. Probeta cilindrica de 36 mm de diametro y 320 mm
de altura.

1.2.3,
124,
1.2.5.

1.3. Reactivos.

Granatorio. )
Matraz aforado de 200 ml.
Vaso de precipitados.

13.1. Lechada de cal-solucién de 120 g de CaQ en 1.000 ml
. de agua.
1.3.2. Acido sulfarico al 10 por 100.

1.4. Procedimiento.

E] producto a analizar es vertido en un vaso de precipitados
donde es agitado para su homogeneizacién y al mismo tiempo
para favorecer la expulsion de CO, que pueda contener.

En el caso'de orujos, el muestreo se realiza de forma que la
muestra sea 1o mas hcmogénea posible.

Pesar 200 g de muestra homogeneizada y vaciar en el matraz
de destilacién. afiadiendo 200 ml de agua, parte de los cuales
se utilizan para enjuagar el vaso que ha contenido la muestra,
Yy a continuacion se afiade lechada de cal hasta neutralizar en
exceso (10 ml. aproximadamente).

Destilar a continuacién recogiendo 200 ml, o bien las tres
cuartas partes de este volumen (150 ml). )

Anadir al destilado mas gotas de una disolucién acuosa de
tornasol y comprobamos que el destilado toma color azul, de
franca alcalinidad, debida al NH; que contiene. - )

Seguidamente, con una pipeta se adiciona acido sulfurico
al 10 por 100 en cantidad suficiente para que el destilado vire
a rojo, afiadiendo un poco mas (0,5 ml) para que el medio que-
de francamente acido. *

Completar con agua destilada el contenido de los 200 ml del
matraz y se procede a una segunda destilacién, como si de un
vino se tratase. .

El destilado recogido de esta segunda destilacién esta ya en
condiciones para determinar su grado alcohélico por aerometria
y efectuar la correccién a 20°C. ‘

1.5. Expresion de los resultados.
El resultado se puede expresar:

—cc de alcoho] absoluto/100 g de muestra.
1.8. Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d’Analyse des vins
O.1.V. 1969, A2 1-19. :

2. De Bernardi, P}; Garcia Viana, E. 1969. «Determinacion
de grado alcohdlico de heces y liass. Estacién Enolégica de
Requena.
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